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Práctica N ° 1: 


Bioseguridad en el laboratorio de microbiologia 


BIOSEGURID XD EN EL LABORATORIO 


* Medidas preventivas destinadas a 
mantener el control de factores de 
riesgo laborales procedentes de 
agentes biológicos, físicos o 
químicos. 


Logrando la prevención de 
impactos nocivos, 


Asegurando que el desarrollo o 
producto final de dichos 
procedimientos no atenten contra 
la salud y seguridad de 
trabajadores de la salud, pacientes, 
visitantes y el medio ambiente. 


BIOSEGURID XD EN EL LABORATORIO 


* Se podría clasificar a estos riesgos en Riesgos Biológicos (virus, bacterias, clamidias, rickettsias, parásitos u hongos) y en No Biológicos. 
Estos ültimos incluyen los riesgos químicos (p.e. uso de lavandina y solventes inflamables o cáusticos), físicos (p.e. cortaduras), eléctricos 
(p.e. descargas eléctricas por enchufes o cables en mal estado) y el fuego (p.e. quemaduras), que son comunes a otros laboratorios. 


* Elriesgo biológico es la probabilidad de sufrir cualquier tipo de infección, alergia, o toxicidad por una exposición no controlada a agentes 
biológicos. 


* Un agente Biológico se entiende por agente biológico cualquier microorganismo -incluyendo de los genéticamente modificados- cultivo 
celular, animal o planta o producto de estos, capaz de producir cualquier tipo de infección, alergia o toxicidad en humanos, animales u 
otros seres vivos. 


Riscos biológicos Riscos químicos Riscos físics 


Y Flama encenedor 
Y Radiación UV 
(lampara) 


Y Staphylococcus aureus 
Y Escherichia coli O157:H7 
Y Mycobacterium leprae 
" Bacillus cereus 
" Bacillus anthracis 


Y Colorantes 
Y  Intercaladors DNA 
Y Antibióticos 


SEGURIDAD BIOLÓGIC X 


Pretenden reducir a un nivel aceptable el riesgo relacionado con la 
manipulación de material peligroso, y su rigurosidad varía con la 
peligrosidad de los agentes. La seguridad biológica se fundamenta 
entonces en tres elementos: 


Técnicas de Laboratorio. Se refieren a todas aquellas prácticas y técnicas 
que se realizan dentro y fuera del laboratorio para contener los riesgos 
biológicos, siendo necesario la adopción por parte de cada laboratorio de 
un Manual de Seguridad Biológica en el que se identifiquen los riesgos 
que pueda sufrir el personal y que especifique los procedimientos que 
puedan minimizar esos riesgos, como así también las responsabilidades. 


Equipo de seguridad (Barreras Primarias): Se incluyen en este apartado 


tanto dispositivos o aparatos que garantizan la seguridad (por ejemplo, las 
cabinas de seguridad biológica), como las prendas de protección personal 
(guantes, mascarillas, batas, calzado, etc.). 


Disefio Construcción de la Instalación (Barreras Secundarias): La 

magnitud de las barreras secundarias dependerá del tipo de agente 

infeccioso que se manipule en el laboratorio. Dentro de ellas se incluyen 

la separación de las zonas donde tiene acceso el püblico, la disponibilidad 

de sistemas de descontaminación (autoclaves), filtrado del aire de salida 
NN et 
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NIVELES DE BIOSEGURIDAD 


* Grupo de microorganismos infectantes 
* Técnicas y prácticas de laboratorio 
* Equipo de seguridad 

* Tipo de laboratorio 
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CLASIFICACION DE MICROORGANISMOS 


* Para la clasificación se pueden considerar los siguientes factores, capacidad 
patógena, modos de transmisión y gama de huéspedes, disponibilidad de medidas de 
prevención eficaces y disponibilidad de tratamiento eficaz 


GRUPOS DE RIESGO DE MICROORGANISMOS 
INFECTANTES 


Sin riesgo o bajo riesgo individual y comunitario. 
Agentes bien identificados que se sabe que no 
producen enfermedad en humanos sanos y existe un 
potencial mínimo de peligro para el personal del 
laboratorio y el ambiente. 

Es poco probable que el microorganismo produzca 


enfermedad en humanos o animales. 


GRUPOS DE RIESGO DE MICROORGANISMOS 
INFECTANTES 


Riesgo individual moderado y bajo riesgo 
comunitario. Agentes asociados con 
enfermedades en humanos, especialmente por 
ingestión o exposición percutánea o mucosa. 
Patógenos que pueden producir enfermedad 
en humanos o animales pero es poco probable 
que sea un problema serio para los 
trabajadores del laboratorio, la comunidad, los 


animales o el ambiente. La exposición en el 
laboratorio puede producir una enfermedad 
seria pero existe tratamiento efectivo y las 
medidas preventivas están disponibles y el 
riesgo de dispersión de la enfermedad es 
limitado. 


GRUPOS DE RIESGO DE MICROORGANISMOS 
INFECTANTES 


Alto riesgo individual, bajo riesgo 
comunitario. Trabajo con animales 
infectados con agentes exóticos que tienen 
riesgo de transmisión por aerosoles y 
pueden causar una enfermedad seria o 
potencialmente letal. 

Patógenos que usualmente causan serias 
enfermedades en animales y humanos pero 
que comünmente no se propagan de un 
individuo infectado a otro. Las medidas 
preventivas y de tratamiento efectivo están 
disponibles. 


GRUPOS DE RIESGO DE MICROORGANISMOS 
INFECTANTES 


Alto riesgo individual y comunitario. Trabajo 
con agentes peligrosos que 
tienen alto riesgo de amenazar la vida, 
transmitirse por vía aérea o 
que se desconoce su riesgo de transmisión. 
Patógenos que usualmente causas serian 
enfermedades en los animales o los 


humanos y que pueden transmitirse de un 
individuo de forma directa o indirecta. 
Usualmente no están disponibles ni 
medidas preventivas ni tratamiento 
efectivo. 


Nivel 1. Microorganismos no patógenos para el 
hombre. 

Es el nivel de seguridad requerido para los agentes 
biológicos del grupo l, es decir, los que no producen 
enfermedad en el ser humano sano y de 
susceptibilidad conocida y estable a los 
antimicrobianos. Es el habitualmente utilizado en los 
laboratorios de prácticas de universidades o centros 
docentes donde se emplean cepas no patógenas. 


Se debe trabajar en condiciones mínimas de 
asepsia y esterilidad. Ejemplos típicos son 
Escherichia coli, como así también todos aquellos 
microorganismos que se utilizan en la industria 
alimenticia, para la elaboración de quesos, cerveza, 
embutidos, etc. 


Nivel 1. Microorganismos no patógenos para el 
hombre. 

Es el nivel de seguridad requerido para los agentes 
biológicos del grupo l, es decir, los que no producen 
enfermedad en el ser humano sano y de 
susceptibilidad conocida y estable a los 
antimicrobianos. Es el habitualmente utilizado en los 
laboratorios de prácticas de universidades o centros 
docentes donde se emplean cepas no patógenas. 


Se debe trabajar en condiciones mínimas de 
asepsia y esterilidad. Ejemplos típicos son 
Escherichia coli, como así también todos aquellos 
microorganismos que se utilizan en la industria 
alimenticia, para la elaboración de quesos, cerveza, 
embutidos, etc. 


CLASIFICACIÓN DE LOS LABORATORIOS 


Nivel 2. Microorganismos rocedimientos de riesgo moderado. 


En él se trabaja con agentes del grupo Il, como así también con algunos que, perteneciendo 
a la propia flora habitual del hombre, son capaces de originar patología infecciosa humana 
de gravedad moderada o limitada. Deben ser manipulados por personal especializado y son 
los que con más frecuencia se estudian en laboratorio de microbiología clínica: Salmonella 
typhi, Mycobacterium tuberculosis, Virus de la Hepatitis B, etc. 


Otros aspectos que se deben considerar en este nivel son: 


- El área de riesgo debe restringirse al personal, no permitiéndose el acceso a personas que 
tengan aumentado, por alguna causa, el riesgo de infección (Ej: inmunosuprimidos). 

- En el acceso al laboratorio figurarán señales de riesgo biológico, condiciones de ingreso y 
responsables del mismo (nombre, teléfono y domicilio). 

- El personal debe estar vacunado (si correspondiera) y entrenado para prevenir accidentes y 


actuar correctamente en caso de que ocurriere. 

- Control permanente de roedores e insectos. 

- Uso de guardapolvo en el área de trabajo exclusivamente (considerar que el guardapolvo 
es potencialmente un elemento contaminante). 

- Evitar el uso de jeringas o cualquier otra práctica que genere aerosoles. 

“Las muestras deben tratarse siempre como potencialmente infectadas y tenerse en cuenta 
las precauciones citadas.” 


Nivel 3: Microorganismos que pueden causar la muerte o aquellos de riesgo 
moderado 


En este nivel se trabaja con agentes biológicos del grupo III, microorganismos que 
causan patología grave, de difícil y largo tratamiento, que pueden dejar secuelas y 
ocasionalmente producir la muerte, en cuya manipulación se aplican procedimientos 
de trabajo, que implican alto riesgo de infección. El mayor y más frecuente peligro 
que entrañan éstos es la infección adquirida a través de aerosoles y por fluidos 
biológicos. Por ello las principales medidas a tomar en este caso son la correcta 
manipulación y la utilización de cabinas de seguridad (incluidas las medidas de los 
niveles anteriores como las condiciones mínimas de asepsia y esterilidad, además 
del uso de batas, máscaras, respiradores, guantes, etc.). En los laboratorios de 


microbiología clínica los ejemplos más típicos de este tipo de microorganismos son el 
Virus de la fiebre de Lassa, Brucella spp, Histoplasma capsulatum, etc. 


Solo pueden ser procesados por personal calificado, por ello se debe restringir el 
acceso al personal del laboratorio y llevar un registro de las visitas, del personal de 
servicio y de accidentes. La infraestructura apropiada para el nivel de contención 3, 
incluye, además, aire acondicionado independiente, sin recirculación, con gradiente 
de presión, entre otras. Periódicamente se tomarán muestras de sangre a todo el 
personal. 


Nivel 4: Microorganismos exóticos y/o altamente peligrosos y procedimientos de 
alto riesgo. 


Este nivel se requiere cuando se procesa con certeza y se sospecha un agente 
especialmente patógeno e infectocontagioso, exótico o no, que produce alta 
mortalidad y para el que no existe tratamiento o es poco fiable. Normalmente son 
microorganismos de dosis infectiva baja y alta contagiosidad. Este nivel también 
puede utilizarse para trabajar con animales de experimentación infectados con 
microorganismos del grupo IV. 


Debe trabajarse en laboratorios especiales de máxima seguridad (contención 
máxima), en los que es necesario ducharse y cambiarse de ropa tanto a la 
entrada como a la salida del mismo y en donde existen barreras de aire con el 
exterior El manejo del material limpio y contaminado se realiza por canales 
altamente controlados. 


Ejemplos de este nivel son el virus Junín, virus Ébola, el virus de la fiebre aftosa, 
el virus del HIV, el Machupo y el Marburg. Además, deben incluirse en este nivel 
de contención los microorganismos propios del grupo 3 que adquieren 
propiedades patógenas que los elevan al grupo 4. Un ejemplo sería 
Mycobacterium bovis multirresistente que puede causar fallecimiento por fracaso 
terapéutico. 


MATERIALES DE LABORATORIOS DE MICROBIOLOGIA 


RECIPIENTES PARA CULTIVO MICROBIOLÓGICO 
= Tubos 
= Placas Petri 
= Frascos 
= Otros: tubos Eppendorf 


MATERIALS PARA ¡NOCULACIONS 
= Asas de simbra 


= Asas de Digralsky 


= Pipetas volumétricas y pipetas Pasteur 


MATERIALES DE LABORATORIOS DE MICROBIOLOGÍA 


Soluciones de nutrientes inerales 
MEDIS DE CULTIVO a 
para promover el crecimiento microbiano 


Formulaciön | | Aplicación | 


| L] Generales 


| Estado Físico m 
L] Enriquecimiento 


U Líquidos - estériles en flascos o tubos لا‎ Diferenciales 
L] Sólidos en placa (agar > 1.5 % (p/v) sólido a 45 °C) LI Selectivos 
L] Cromogenos 


Semisólidos (agar 0.2-0.3 96 (p/v)) 
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MATERIALES DE LABORATORIOS DE MICROBIOLOGÍA 


MEDISDE CULTIVO Soluciones de nutrientes y minerales u 
para promover el crecimiento microbiano 
EM 


L] Generales 
d Enriquecimiento, 


L] Líquidos -estériles en flascos o tubos d Diferenciales 
I Sólidos en placa (agar > 1.5 96 (p/v) sólido a 45 °C) .] Selectivos 
Semisólidos (agar 0.2-0.3 96 (p/v)) Il Cromogenos 
Arginine 
Auxotroph 


(Needs Arginine to grow) 


Minima! media (MM) MM + Arginine MM + Lysine 


Prototroph 


Minimal media (MM) MM + Lysine 


MM + Arginine 


LABORATORIOS DE MICROBIOLOGIA 


= 


Medios de cultivo Reconstitución 


DIRECCION 
OBLIGATORIA 


OBLIGATORIO |$] USO OBLIGATORIO USO OBLIGATORIO 
ACikGARRO IM DEGUANTES DE MASCARILLA 


Ba oe RIESGO iPELIGRO! PELIGRO DE RIESGO 
OBJETOS ELECTRICO RADIACIONES INTOXICACION BIOLOGICO 


RIESGO DE PELIGRO PELIGRO ol 
` CORROSION DE INCENDIO DE EXPLOSION DISTINTO | NIVEL 


= 


BOTIQUIN 


Simbolos de Riesgo y Peligrosidad 


| ¡Peligroso para ed 


Corburade medio ambiente 
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Matar 
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Practica N ° 2: 
COLORACION I 


EN 


a 


COMO SE ESTUDIAN LAS 


Métodos Métodos 
moleculares proteömicas 
E dal N 23 195; ii Caracteritzación del conjunto de 
Propidades Bioquímicas Secuenciación masiva 


MN di 


Características 


proteínas expressadas per un 


microscópicas Cultivo L] Ureasa immunología (ELISA) genoma "PROTEOMA" 
۱ : i ۲ L] Citrato L] MALDI-TOFF 
edios selectivos/diferenciale TP 
eee — — L] Reducción nitrats 
Características O Coagulasa 
acroscópicas O Catalasa 
L] Morfología Û ONGP 


L] Pigmentación 


INTRODUCCIÓN 


Tamaño y su transparencia (Estudiar su morfología y algunas de sus estructuras. 


La morfología de los n puede examinarse de dos formas: Observando 
microorganismos vivos sin colorear Cen fresco) y observando células muertas teñidas 
con colorantes. 


El examen en fresco: características (morfología, tamaño, movimiento, etc) (incoloros) 


Los colorantes son compuestos aromáticos solubles en aqua (generalmente en forma 
de sales), que contienen un ión orgánico coloreado y otro ión inorgánico. 


Pueden dividirse en dos grupos: Acidos y básicos. 


El colorante es ácido si la porción coloreada tiene carga negativa, es decir, si tiene un 
anión coloreado, siendo en este caso repelido por estructuras de la célula que presenten 
la misma carga, como es el caso de la superficie bacteriana. 


El colorante se denomina básico si la porción coloreada es el catión, cargado 
positivamente y con afinidad por estructuras de la célula con carga negativa, como es la 
superficie celular. 


Las bacterias toman mejor los colorantes básicos, como son el cristal violeta, el azul de 
metil eno y la safranina. La eosina es un colorante de tipo ácido, así como la nigrosina. 


TIPOS DE TECNICXS 


rane ales | sea pendiente 


, | Tinción Simple 
Tinción de los microorganismos | Tinción Diferencial 


Tinción Estructural 


* Consiste en observar los microorganismos vivos que 
puede haber en la muestra de estudio y la presencia de 
otros elementos, como son leucocitos, células, 
eritrocitos, cristales, etc. que puedan ser de gran ayuda 
en la valoración de las muestras. Y se prepara de la 
siguiente manera: 


* Es una técnica fácil de realizar, en la que la muestra a 
examinar se situa entre un portaobjetos y cubreobjetos. 


* Sila muestra proviene de una muestra sólida, se debe 
de emulsificar en una gota de agua destilada o solución 
salina; si el material es líquido, se deposita 
directamente entre el porta y cubreobjetos. 


: En este caso, se deposita una gota de la muestra 
: tomada con asa de siembra previamente flameada, en 


Montaje hümedo: - un portaobjetos y colocar sobre la misma un 


: Depositar una gota de la muestra en el centro de un 

: cubreobjetos limpio y colocarlo invertido sobre el 

: pocillo de un portaobjetos excavado, de manera que la 
: gota no se mueva ni tome contacto con los lados o el 


Montaje en gota pendiente: 


Inmersión 


PREPARACION EN FRESCO SIMPLE O CAMARA HUMED X 
(LXMIN X/L XMINILL X ( 


Se realizan a través de suspensiones de células o microorganismos 


Materiales: -i 
e Porta y cubre 3 
° Gotero(pipeta) 1. Colocar una gota de SSF o agua en un 2. regen 
* Muestras de agua estancadas. he © un gotero 
۳ و‎ 


e Microscopio 


Procedimiento: Se 


* Se prepara el microscopio para el uso respectivo. 

* Conel gotero se saca la muestra. 

* Se le coloca en el porta objetos, una gota. ۶ Luego se le coloca el cubre. 
* Y se procede a la observación. 

* Solo debe realizarse la observación en objetivos de 40 x , luego a 4x, 10x, 


* NOTA: No debe emplearse el objetivo de inmersión , pues al desplazar la preparación el 
cubreobjeto permanece adherido al objetivo y esto crea turbulencias en el liquido de preparación 


UCSM 


PREPARACION EN FRESCO GOT X 
PENDIENTE 


* Con el estudio de la gota pendiente, se puede conocer la motilidad de 
los microorganismos, 


* Sus agrupaciones naturales, sus reacciones en presencia de ciertas 
sustancias químicas. 


* Son aquellas que se realizan por la acción de la tención superficial 
que tiene suspensiones de los microorganismos 


* El volumen del liquido que mantiene el portaobjeto es mayor de 
manera que la preparacion tiene un mayor tiempo de vida 


MATERIALES : 


PREPARACION EN FRESCO GOT X 
PENDIENTE 


Laminas Escavadas 
Agua Estancada 
Microscopio 

Pipeta (o Gotero) 
Porta Y Cubre Objetos 


PROCEDIMIENTO: 


Al no encontrar laminas escavadas, realizamos una artesanalmente, usando cera de vela y con ayuda de 
un sacabocados. 


Al no encontrar una lamina excavada, realizamos la misma operación que en la anterior muestra: 
Se coloca una gota en el cubre objetos que previamente a sido untada un poco con vaselina cruda o cera. 
Se le coloca en forma invertida en el porta objetos que artesanalmente fabricamos. 


Procedemos al observación 


UCSM 


UCSM 


TINCIÓN DE LOS MICROORG XNISMOS 


PREPARACION DEL 


De la muestra sobre el portaobjetos se hará de diferentes 
formas, dependiendo de la procedencia de la muestra a 
examinar. 


Si es líquida, se deposita una pequeña cantidad del 
material en el centro del portaobjetos y se extiende con 
otro portaobjetos hasta conseguir una capa fina y 
homogénea. 


Si el material de estudio es sólido, se emulsificará en una 
gota de agua destilada o solución salina estéril, colocado 
en el centro del portaobjetos, y se extiende de la misma 
forma que una muestra líquida. Extender directamente 
sobre el portaobjeto la muestra recogida con torunda, 
procurando que quede una capa fina y homogénea, con 
un movimiento de rotación a la torunda , conforme se 
vaya deslizando sobre el portaobjeto. 


FROTIS: 


Lo -— که‎ ۱ 2 


Colocar muestra Extender en forma fina y uniforme Secar al aire 


Adición de colorante Lavar con agua 


LI 


Eliminar exceso de agua Agregar 1 gota de 
aceite de inmersión 

y observar en el 

objetivo 100x 


Fig. 3.1 Preparación de una extensión o frotis y tinción simple. 


PREPARACION DEL FROTIS: 


* EXTENSIÓN 
a) Frotis o película (extensión) 
e Utilizar portaobjetos limpios y desengrasados 


= / PA 


MERA 


(c) 


Figura 1. Técnica de irîn negativa 


PREPARACION DEL FROTIS 


b) SECADO Una vez realizado el frotis, debemos dejar secar al aire la preparación, 
cuando está seca la superficie pasa de ser brillante a mate; para acelerar el secado 
se puede calentar ligeramente la parte inferior del portaobjetos (sin quemar). 


c) FIJADO La fijación es el ültimo paso antes de proceder a la tinción, y tiene como 
objetivo no permitir que la muestra de estudio se pierda (o se barra) en el proceso 
de tinción. En frotis hematológicos no se requiere de fijación debido a que existe 
una coagulación rápida de las albüminas citoplasmáticas; o si el material a tefir 
posee abundante material celular, se recomienda fijar con alcohol metilico 
después de secar la preparación. Los frotis de origen microbiológicos se deben de 
fijar con calor suave, pasando el portaobjetos sobre una llama, tras la fijación es 
muy importante esperar que se enfríe antes de proceder a realizar cualquier 
procedimiento de tinción. 


e 


PREPARACION DEL FROTIS: 


* El propósito de la Fijación es matar los microorganismos, coagular el 
protoplasma de la célula y adherir la preparación al portaobjetos. Sin el proceso 
previo de fijación se lavaría la capa de células durante el proceso de tinción. 


* El agente fijador ideal preserva las estructuras de la célula con su forma y 
posición sin que aparezcan estructuras que no existían en la célula original. 


* El calor , es en general el método de fijación mas utilizado para la observación de 
la morfología de células bacterianas. 


e El método químico, Cuando además de los microorganismos interesa la 
observación de células animales, se utiliza un método químico como la fijación 
por metanol y por formol, que altera menos que el calor la morfología de las 
células. 


* Los microorganismos queden adheridos al portaobjeto ( coagula las 
sustancias proteicas) 


* TIPOS 


* e CON CALOR (O MÉTODO DE KOCH) 


* e FIJACIÓN QUÍMICA: alcohol metílico, formalina al 5 96 (v/v), licor de 
Hoffman (partes iguales de etanol absoluto y éter) Metanol 


- Tæ — 
i — —— ___-. 


€: 


Colocar lo 2 adas de medio de 


=. Fijar con 2 goes de alcohol. y 
Pasar rd ponet sobe La dejar secar are 


Figura 1. Frcparacion y acon Ge trott bactreriano a partir de cufttos sotktics y rudos 
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Observació directa delos 


QUE ES UN X TINCIÓN? 


* Una tinción es un procedimiento para visualizar un tejido que puede implicar el uso de uno o varios colorantes de 
modo simultáneo o sucesivo, su finalidad es: 


* Aumenta la resolución 
* Acentüa las características morfológicas 


* Conserva la muestra 


MICROSCOPIA ÓPTICA: MICROBIOLOGIA 


TINCIÓ con 
Fluorocromos 


Tractamiento por TINCIÓN 
(objetivo: incrementar el contraste, optimizar la 
observación) 


microorganismos "in 
vivo" 
Morfologia 
Grandaria 
Color 

Mobilitat dels bacteris 


Y Diferenciar células 

viables/no viables 
Tinciones simples 
diferencials 


*Tincions: A partir de suspensions microbianes, esteses a un 


CLASIFICACION DE LAS TINCIONES 


* 1 Colorante * Más de 1 colorante * Más de 1 colorante 
* Morfología y tipo de * Características de afinidad * Estructuras bacterianas 
agrupación * Diferencia entre estructura * Tinción de Flagelos 
* Azul metileno y composición química * Tinción de esporas 
* Fucsina * Tinción Gram * Tinción de capsulas 
* Safranina * Tinción ácido-alcohol- * Tinción de corpüsculos 
resistente metacromáticos 


TINCIÓN DE LOS MICROORG XNISMOS 


Se utiliza un colorante 

Tinción simple: 8 Este tipo de tinción se denomina directa. 
“La tinción simple permite observar morfología celular, tamaño y 
agrupación de los microorganismos. 


™Secuencialmente dos colorantes que permiten distinguir tipos de 
microorganismos en función de diferencias en su estructura y 
composición química. 

“la tinción de Gram y la ácido-alcohol-resistente, basadas en las 
propiedades de la pared celular bacteriana, son las más utilizadas. 


Tinción diferencial: 


3 Para identificar y estudiar determinadas estructuras que pueden estar 
presentes en los microorganismos. 

™En las tinciones estructurales se colorea Únicamente una parte de la celu 
la. 

“Se utilizan este tipo de tinciones para poner en evidencia la presencia de 
cápsulas, endosporas, flagelos o inclusiones (almidön, polifosfato, etc.). 


Tinción estructural: 


Observació 


Coloración Lavado Secado 


N 


Puede emplear 5 
Elimina exceso 


10 mas Al aire, T^ amb 100X 
de colorante 
colorantes 


Suavemente 1 o 2 gotas 


* Muestra puede aceite de 
ser arrastrada inmersión 


COLORANTES 


Hacen más visibles las estructuras Grupos cromóforos 


internas y externas aumentando el 
contraste con el fondo 2 características 
fundamentales : 


e Enlaces = conjugados 
* Color 


Unión a la célula 


e Enlacesiónicos 
e Enlaces covalentes 
e Hidrófoba 


1.Grupos cromóforos 
* Con dobles enlaces conjugados 
e Dan al colorante su color. 


2. Afinidad por los componentes 
celulares Por enlaces iónicos (más 
comunes) , covalentes o hidrófobos 


COLORANTES: TIPOS 


a) SALES COLORANTES: más comünmente usados 


1. 


BÁSICOS: 

Consisten en un catión coloreado unido a un anión incoloro. Tiñen la célula 
bacteriana uniformemente , Afinidad por las estructuras ácidas: (ácidos 
nucleicos y los polisacáridos ácidos ) (cromatina nuclear de pro y eucariotas) 
(más usados en citología bacteriana). Ej: clorhidrato (-) de azul de metileno (+). 
la safranina, la fucsina básica, el cristal violeta 

. ÁCIDOS: 


Tienen el catión incoloro unido a un anión coloreado. No tiñen la célula 
bacteriana, pueden usarse como color de contraste (coloración negativa). Tiñen 
estructuras citoplasmáticas de las células eucariotas, Afinidad por las 
estructuras alcalina (hemoglobina) Ej: eosinato (-) de sodio (+),la fucsina ácida y 
el rojo Congo. 


. Neutros: 


Sales de un ácido y de una base coloreados. 
Tiñen el núcleo de un color y el citoplasma de otro. 


b) COLORANTES LIPOSOLUBLES 


* Se combinan con los componentes 
lipídicos de la célula, usados para revelar 
la localización de los depósitos de grasa. 
Ej. Negro Sudán. 


e Indiferentes: e Insolubles en el agua y 
tien a aquellas sustancias que tienen un 
poder de disolución superior al del 
líquido empleado para preparar la 
solución colorante. 


* e Sudan III : para teñir las grasas. 


COLOR XCIONES : TIPOS 


Vitales 


* Son aquellas que se practican sobre células que están vivas, 
mediante la introducción de un colorante en la circulación 
de un organismo vivo. e Ejem: el verde Jano y el azul de 
metileno. 


Supravitales 


* Son aquellas que se realizan sobre células o tejidos vivos, 
pero que están aislados del organismo del que proceden. 


No vitales 


* Se realizan sobre células muertas. 


SEGUN SU ESTRUCTURA QUIMIC & 


Básicos 
Catiónicos 


Sales de Cloruro 


Une a moléculas cargadas 
negativamente 
Ac nucleicos y proteínas 


Superficie Bacteriana 


Azul de Metileno, Fucsina 
básica, Cristal Violeta, 
Safranina, Verde de 
Malaquita 


Ácidos 
Aniónicos 
Carboxilos (-COOH), 


Hidroxilos fenólicos (- 
OH) 


Une a moléculas 
cargadas positivamente 


Estructuras 
citoplasmáticas 


Eosina, Rosa de 
Bengala, Fucsina ácida 


Neutros 


Asociación de un 
colorante básico con un 
ácido 


Ambas 


Wright, Giemsa, 
Hematoxilina — Eosina 


Indiferentes 


Insoluble en agua 


Solubles en alcohol 


Sudam III 


TINCIÓN SIMPLE 


e Las bacterias son incoloras por eso las ticiones nos permite  sophiococusaureus  Costridium botulinum 


identificar las variadas formas que estas presentan ya sea 


cocos bacilos o espirales además nos permite ver la forma de 


agrupación en las que se encuentra, en forma de cadenas en 
forma de racimos entre otras. 


° Éste tipo de técnica cála ce utiliza iin calarante primario 


Cocci Bacilli Others 
Coccus ^ piplococci Spirilla 
Q Coccobacillus Bacillus 
Sarcina 
Tetrad Corynebacterium 
33 22 Diplobacilli M 
Streptococci | Y 


Streptobacilli 
Staphylococci 


LA 


Spirochete 


Palisades 


iy OOO ? | 

( A»: LX y 
Bi wu 0 ۰ 
69 ۶ مه‎ 

Klebsiella pneumoniae Clostridium tetani 


do ene A, 
na ) 2000 


Streptococcus pneumoniae 


ele 


Bordetella pertussis Neisseria gonorrhoeae ^ Neisseria gonorrhoeae 


E. coli; Salmonella Vibrio cholerae Streptococcus pyogenes 
enema gs E v 
Bacillus cereus Helicobacter pylori Treponema pallidum 


UCSM 


Sostenga el asa 


* Inmediatamente arriba de la 
porción azul de la llama. 


Dofus] اد‎ asa cards ela js] 


OSGI WET GA) 


Coloque el asa sobre el 
portaobjetos 


* Aplánese ligeramente en el 
centro de éste. 


Deje enfriar 
e Cuente hasta 20. 


portogjsto russe, 


Asa aplanada sobre el 
portaobjetos 


* Muévala trazando una espiral 
del centro a la periferia. 


* La inmovilización de las estructuras del material a estudiar 
* Estado lo más próximo posible al estado vivo. 


* Coagulación de las albuminas protoplásmicas. 


* etanol, ácido pícrico, etc. 
* Las formas más habituales de fijación son: por el calor y alcohol en frío. 


* Cultivo sólido 
* Se lleva a cabo pasando varias veces la preparación seca a través de la llama de un mechero 
* El calor desnaturaliza las proteínas y suele matar al microorganismo. 


* Cultivo líquido 


FIJACIÓN 


= 


e Las células teñidas que se observan con un * Aldehidicos | 
microscopio deben parecerse lo más posible a las * Ácido ösmico 
células vivas. * Tetróxido de osmio. "A " 
à" " "ues ۷۷ ۷ 
* La Fijación es el proceso por el cual se conservan y * Compuestos mercúricos y ws } 
fijan su posición las estructuras externas e internas ign "e . ( 
de las células de los microorganismos. PAGO ASE, u : 
* el dietil-pirocarbonato. fry 


* |nactiva enzimas, que pueden alterar la morfologia Lok 
celular. T— 


* [a fijación, endurece la estructura celular, de 
manera que no cambien durante la fijación , ni en la 
observación. 


* Durante la fijacion , se mata al microorganismo. 
fijándose al portaobjetos. 


1.Suspención 
microorganismos 


Mustra 


Portaobjectes 
CALOR: preserva 
morfologia externa 
pero NO estructures 
internas 


3. Adición 
colorants 


4 Observación 


COLORANTS: 
Y Grups cromöforos 


Y Luego se hace el lavado y secado 


QUÍMICA: preserva 
estructures celulares 
internas; 
etanol, formaldehido, ácido 
acético, metanol, etc. 


Ideada en 1884 por Hans Christian Joachim Gram (1853-1938), un médico danés con estudios en 
bacteriología y farmacología 


La coloración de Gram. tiene interés taxonómico ya que divide las bacterias en dos grandes 
grupos: 


Bacterias Gram positivas que se tien de morado y TA à T 
Bacterias Gram negativas que se tiñen de rojo Christian Gram (1853-1938) 
La coloración de Gram es positiva compuesta y diferencial. 


ETAPA 1 2 ETAPA 3 ETAPA 4 
Cristal violeta (1 minuto), todo (1 minuto. Decotorar con alcohol Safranina (30-60 segundos), 
quitar ol exceso y lavar quitar ol exceso y lavar acetona (rápidamente), e «quitar el exceso, lavar y secar 
inmediatamente, lavar 
con agua 
O 
O 
O 
O O 
O O f 
Todo violeta. El iodo actúa Cocos Gram + = violeta Cocos Gram + = violeta 
como un mordiente que Bacilos Gram — sz sin color Bacilos Gram — = rosa 


refuerza la tinción 


e [a técnica revela diferencias constitutivas de la pared celular entre bacterias Gram 
positivas y Gram negativas. 


La pared celular de las bacterias Gram positivas posee una gruesa capa de 
peptidoglicano (*) , la cuál impide que escape el complejo cristal violeta-lugol. 


Por el contrario, la capa de peptidoglicano de las Gram negativas es delgada y se 
encuentra unida a una membrana externa lipídica, susceptible a la decoloración con 
el alcohol-acetona, el que actua como un solvente orgánico. 


Los lípidos se disgregan con el alcohol acetona y el decolorante penetra a la célula 
bacteriana decolorándola. 


* El peptidoglicano (PG) es una macromolécula ünica, con enlaces altamente 
entrecruzados, forma una bolsa que rodea a la membrana celular bacteriana y que 
concede rigidez a la envoltura. 


j x Teo! il pe | olicano se [S one en Vi 1AS 
Notitiae E os El peptidoglicano se dispone en varia 
| ۸ 


(Murcina) 


| 


Atraviesan el peptidoglicano 
PARED polisacáridos ácidos, denominados 
AN ácidos teicoicos, 


Los ácidos teicoicos son de dos clases: 
www, poltglicerol fosfato y poliribitol fosfato. 
CITOPLASMICA 


PPS 
" 


4 


DATERTE Y 
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۳ "i La T 
QUE (XE AM, 


Las funciones primarias de estos 
polimeros son la estabilización del 
ic. poteicoco peptidoglicano y la captura de Mg++. 


pe , D ۱ j j ! j j j j N ۸ [ j RR | 

Los ácidos teicoicos son polímeros de glicerol o ribitol unidos mediante enlaces fosfodtéster. Estas ácidos se encuentran en la pared 
)] mE ATAYA ; : N 0 T 7 N SV PIT tun 111 DI, Por 

celular de las bacterias Grram-posihivas Tales como ۱/00 ۱ sobre la superficie ae id (apa (té pephiaogiicano., 


— 0/06/2007 | 


Es visualitzen de color morat (paret 


cel-lular 90% peptidoglican) 


capas lo que le otorga grosor a la pared. 


Entre la membrana externa y la membrana 
celular se crea un compartimiento virtual, 
llamado espacio periplasmico. Tiene una 
gran importancia en el metabolismo 
energético, que se basa en la alimentación 
por procesos activos de diferencias de 
composición química, concentración 
osmotica y carga eléctrica entre este 
compartimento y el citoplasma, 


El espacio periplasmico es una matriz que 
incluye al انا‎ enzimas, proteínas 
captadoras de nutrientes y sustancias de 
secreción, 


La membrana externa contiene numerosas 
proteínas, siendo las porinas las más 
abundantes. 


Se denominan así, porque forman poros que 
comunican el exterior con el espacio 
periplasmico, 


Lipopolisacarido 


dito MNA 


۱۱ ۷ 


Por 


bi 
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CITOPLASIACA 


PARED CELULAR EN BACTERIAS GRAM NEGATIVAS 


Su pared celular es más delgada, pero más compleja que la de los Gram positivas, 


El peptidoglicano se dispone en una sola capa, pero por fuera de ella se encuentra una segunda 


membrana denominada membrana externa. 


La membrana externa es una membrana asimétrica, porque si bien la monocapa interna está formada 
por fostolipidos, la monocapa exterior esta formada por un tipo especial de lipido, denominado 
lipopolisacarido (LPS), 


El LPS es una molécula que contiene tres regiones diferentes: el lípido A, el core y el antígeno O, 

El LPS constituye una endotoxina, que se libera cuando la bacteria se divide o muere. 

Es un potente estimulador de los macrófagos, lo que causa la activa liberación de eitoquinas, 
responsables de las manifestaciones clínicas de las infecciones por bacterias Gram negativas y que varían 
desde una fiebre hasta el shock séptico. 

En esta membrana externa se encuentran las porinas, 


La membrana externa de las bacterias Gram negativas poseen porinas que son canales cargados de agua 
y que permiten la entrada y salida de sustancias de la célula al exterior y del interior de la célula. 
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Rickettsia prowazekii 


Escherichia coli 
Enterobacter cloacae 
Pseudomonas fluorescens 
Proteus hauseri 
Salmonella sp. 

Serratia marcescens 
Aeromonas hydrophila 


www.bacteria.cz 


Lun Streptococcus pneumoniae 


` lJ Staphylococcus aureus 
L] Bacillus sp. 

L] Micrococcus luteus 
L] Enterococcus faecalis 


TINCIÓN DE GRXM 


OBJETIVO: 
Y Distingir entre tipos celulares 


Etapa crítica/diferencial 


2. Decoloració 
diferencial 


Retenen colorant 


> Coloració 
secundaria 


3. Colorante de 
contrast 


1.Colorante primario: 


COLORACION DE ZIEHL-NEELSEN 


Tinción diferencial 
desarrollada inicialmente 
por Paul Ehrlich para poner 


iH 0 m e 
en manifiesto la presencia . 
de los bacilos causantes de T 
la tuberculosis en muestras » e 
è : ۷ 


clinicas. 


Friedrich Meelsen Franz Ziehl 


COLORACIÓN DE ZIEHL-NEELSEN 


Es una coloración diferencial, util en la 
identificación de algunas bacterias 
(Micobacterias), aunque no permite la 
diferenciación de distintas especies. 


Estas bacterias resisten la decoloración 
y se llaman ácido alcohol resistentes 
(AAR) la capacidad de resistir a la 
decoloración , es gracias al alto 
contenido de lípidos complejos (ácidos 
micólicos) y ceras que poseen en su 
pared celular 


La característica de ácido-resistencia de 
estos microorganismos hace de esta 
coloración un método rápido en el 
diagnóstico, presuntivo. 
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x | Universidad Católica 
“= 4 | de Santa María 


PARTE 
1 EXPERIMENTAL 


Tinción simple de Azul de Metileno. 


Extender sobre el agua y fijar a 
la llama del mechero 


Poner una gota de agua en un 
porta 


EFF ——— LT 
Cubrir la preparaciön con Azul de Lavar con agua, dejar secar y 
Metileno 5' observar al microscopio 


Micrococcus luteus 


Tinción de Gram 


Poner una gota de agua Tomar la muestra con el asa Extender sobre el agua y 


Afiadir Lugol 
en un porta de siembra fijar a la llama del Cristal vióletai 27 (mordiente) durante 1" 


Cubrir la preparación con 


mechero 


Decolorar con Alcohol 
96" hasta gue no suelte 
colorante 


۱۳ am 


Lavar con agua 


ru 


Tenir con Safranina 1" 


Lavar con agua, dejar 
secar y observar al 
microscopio 


UCSM 


Tinción de ácido-alcohol-resistente. 
(Con el hisopado bucal) 


Poner una gota de agua en un porta Tomar la muestra de un cultivo de Extender sobre el agua y fijar a la Cubrir la preparación con Fuchina 
Mycobacterium llama del mechero fenicada 


Teñir con Azul de Metileno 1" Lavar: Eon agua, dejar secar y 
observar al microscopio 


Calentar con un hisopo de algodón 
empapado en alcohol y prendido con la 
llama del mechero hasta la emisión de m 

۱ con alcohol ácido 
vapores. Mantener durante 5 minutos. 
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Candida sp. 


UCSM 


UCSM 


oF‏ ا 
Eu (Pat s‏ 


> 
€ و‎ 
A ۳ 


ACINETOBACTER 
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Positivo 4+ 


BUEN TRABAJO 


Universidad Catolica 
de Santa Maria 


JAEN Universidad Católica 
de Santa María 


Práctica N ? 3: 


COLORACIÓN II 


se. 


TINCIONES ESTRUCTURALES 


Las tinciones estructurales se utilizan para poner de manifiesto partes específicas de los microorganismos que 
carecen del contraste necesario para poderse observar con el microscopio óptico. Los procedimientos y colorantes 
utilizados permiten teñir selectivamente una porción de la célula, como pueden ser endosporas, flagelos, cápsulas, 


etc. 


Método Albert 
Método de Loeffer 
Método de Ernst-Neisser 


Mötodo Tinta china 
Metodo de Hiss 
Método de welch 


Corpusculos metacromaticos 


Cápsulas 


Tinciones Estructurales 


E Método Wirtz- Conklin 
SPOTS Método de Moeller 


Método de Leifson 
Método de Rhodes 
Método de Tribondeau 


Flagelos 


* Lugol y | 
colorante 
Albert. 

* Cospüsculos 
Ost uroy 
bacteria- 

c laro 


* Azul de 


metileno y y~ 
Loeffler “> - 


* Granulos- ts 
azul y fond at 2 | 
azul claro | 


CORPUSCULOS METACROMATICOS 
GRANULOS METACROMATICOS (VOLUTINA) 


Se trata de una forma de reserva de fosfato inorganico (polifosfato) 

que puede utilizarse en la sintesis. La Volutina se forma generalmente 
en células que crecen en ambientes ricos en fosfatos. Los corpusculos 
metacromáticos se encuentran en algas, hongos y protozoos, así como È. 
en bacterias. | 


Estas inclusiones se tiñen de rojo con algunos colorantes azules, como 
el azul de metileno y se conocen también como gránulos de Volutina. 


Estos gránulos son bastante grandes y característicos en 
Corynebacierium diphtheriae, el agente etiológico de la difteria, por lo 
que tienen valor diagnóstico. 


Los Corpüsculos metacromáticos son unas estructuras en cuyo interior 
llevan fosfato, presentando la particularidad que son muy afines por 
colorantes de tipo básico 


COLORACION DE LOEFFER 


Reactivos 
* Azul metileno alcalino de Loeffer 


Procedimiento 


Hacer el frotis y fijar a la llama 


Colorear con reactivo de Loeffer por 30 seg 


Lavar con agua 


Secar suavemente a la llama 
Observar 100X 


Y se ve azul intenso 
El cuerpo bacteriano se ve azul claro 


Los gránulos metacromáticos son coloreados por el azul de metileno 
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Corynebacterium Diphtheriae 


COLORACION DE ALBERT 
E رز‎ ۳ PN Nan: 


* Albert (azul toluidina, verde malaquita) ah y Č 
e DA | 


Procedimiento \ De E 
* Hacer el frotis y fijar a la llama iX *, ^ Uy 


* Colorear con reactivo de Albert por 5 min 


* Lavar con agua Y So NY f | .. 
. ۲ 
e Colocar Lugol por 1 min ۷ x 
= ef 
* Lavar con agua FENA y ( N 
* Secar suavemente a la llama 
* Observar 100X 
* Los gránulos metacromáticos son coloreados por el colorante Albert y se ven Verde oscuro 


Reactivos 


* El cuerpo bacteriano se ve verde claro 


La Tinción negativa . 
Aplicada para poner en evidencia la cápsula utilizando tinta china para 
tenir el fondo y Azul de Metileno para teñir el soma bacteriano. 


La Tinción de Hiss. 
Utiliza una reacción de expansión de la cápsula con albúmina y el 
contraste contra un fondo de sulfate de cobre tiñendo el soma con violeta 


TINCION DE CAPSULA 


La cápsula es una capa mucosa, más o menos gruesa, que —-r AA . 
envuelve la pared celular de algunas bacterias. um t "V. i 
Está compuesta de polisacáridos, mucopolisacáridos o hs Y L'ho E 
polipéptidos. E. i h E n 

A consecuencia de su elevado contenido en agua, se tiñen "T “a M s ! 
débilmente por los colorantes. : Ww Wu - M 
Algunas técnicas colorean el fondo de la preparación, Jon € 
destacando sobre él las cápsulas sin teñir. i ۱ 
Nota: 

Preparación de los frotis: debe realizarse un frotis espeso 
a partir de una suspensión de los gérmenes en suero 
sanguíneo a 1/3 en suero fisiológico. 


METODO DE HISS 


Reactivos: 
*Solución acuosa de cristal violeta 1%. 
*Solución acusoa de sulfato de cobre 2%. 


Técnica: 

*Se fija el frotis al calor. 

*Se cubre la preparación con cristal violeta y se calienta a 
vapor fluente durante 1 minuto. 

*Se lava con sulfato de cobre. 

*Se seca a temperatura ambiente. 

*Observar a 100X. 


Las cápsulas se habrán coloreado de azul pálido, las 
bacterias de color pürpura y el fondo de color claro. 


TINTA CHINA 


Reactivos: 
Solución de fucsina diluida. 
*Nigrosina o tinta china 


Técnica: 

*Se fija el frotis al calor. 

*Agregar la fucsina diluida durante 2 minuto. 

*Se lava con agua destilada 

*Se seca a temperatura ambiente. 

*Se coloca, en un extremo del portaobjeto dos gotas de nigrosina o 
tinta china y se hace una extensión por el método de los dos 
portaobjetos. 

*Se seca. 

*Observar a 100X. 


A] haber hecho la extensión con la nigrosina, el fondo aparecerá 
negro, las bacterias tefiidas de rojo por la fucsina y la cápsula será un 
halo blanco que las envuelve. 


ESPORAS 


Espora redonda sub- terminal 


Bacillus sphaericus 


Localización y morfología de las esporas en Bacillus 


spora libre (Exospora) 


Espora oval terminal 


Espora oval central 
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Bacillus subtilis Bacillus thuringiensis 
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* Para realizar la tinción de esporas se debe tener un cultivo puro de la cepa 
sospechosa que se quiere estudiar. 


* El cultivo se somete a temperaturas extremas durante 24 horas para 
estimular al microorganismo a esporular. Para ello se puede colocar el 
cultivo en una estufa a 44 *C o en nevera (8 *C) durante 24 o 48 horas. 


* Si se deja demasiado tiempo a las temperaturas mencionadas, solo se 
observarán exosporas, pues ya todas las endosporas habrán salido del 
bacilo. 


* Culminado el tiempo se deben colocar unas gotas de solución fisiológica 
estéril sobre un portaobjeto limpio. Luego se toma una pequeña porción del 
cultivo y se realiza un extendido fino. 


TECNICA DE DORNER MODIFICADA 


* 1- Se hace un extendido de una suspensión del microorganismo esporulado en 
un portaobjeto y se fija al calor. 


* 2- La muestra se cubre con una tira de papel de filtro a la que se le agrega 
fucsina fenicada. El colorante se calienta de 5 a 7 minutos con la llama del 
mechero de Bunsen hasta que se genere el desprendimiento de vapores. 
Luego se retira el papel. 


* 3- Se lava la preparación con agua y luego se seca con papel absorbente. 


e 4- Se cubre el frotis con una película delgada de nigrosina al 10 96, usando un 
segundo portaobjeto para extender la nigrosina o una aguja. 


* La coloración que toman las esporas y las bacterias es igual a la descrita en la 
técnica anterior. 


TÉCNICA DE MÓELLER 


* 1- Cubrir el frotis con cloroformo por 2 minutos. 

* 2- Descartar el cloroformo. 

* 3- Cubrir con ácido crómico al 5 % durante 5 minutos. 
* 4- Lavar con agua destilada 


e 5- Se cubre la lámina con carbol fucsina-fenicada y se expone a la llama del mechero de Bunsen hasta la 
emisión de vapores; luego se retira de la llama unos instantes. Se repite la operación hasta cumplir 10 minutos. 


* 6- Lavar con agua. 

* 7- Usar etanol acidificado (alcohol clorhídrico) para decolorar. Se deja durante 20 o 30 segundos. 
* 8- Lavar con agua destilada. 

e 9- Contrateñir cubriendo la lámina con azul de metileno por 5 minutos. 

* 10- Lavar con agua destilada. 

e 11- Se deja secar y se lleva la muestra al microscopio. 


* Las esporas se ven de color rojo y los bacilos azules. Es importante no aspirar los vapores, pues son tóxicos y a 
largo plazo pueden ser cancerígenos. 


* Técnica de Móeller modificada sin calor 


e Enel año 2007 Hayama y sus colaboradores crearon una modificación de la técnica de Moeller. Eliminaron el 
oaso del calentamiento del colorante y lo tituyeron por la adición de 2 gotas del surfactante Tergitol 7 po 
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WIRTZ-CONKLIN 


Con esta tinción podemos observar la presencia o ausencia de endosporas. Las 
esporas, al ser estructuras intracelulares, requieren del calentamiento de la muestra 
para que el colorante pueda poder penetrar en la bacteria. Las endosporas se 
pueden presentar de tres formas: central, subterminal o terminal. 


Las endosporas son formas de resistencia que se producen en el interioir de algunas 
bacterias Gram positivas (Bacillus o Clostridium). 


PROTOCOLO 
1.- Preparamos el material sobre el banco de trabajo. 


2.- Tomamos una muestra de la placa de Petri de nuestro cultivo y lo extendemos 
sobre el portaobjetos. 


3.- Fijamos la extensión con la ayuda de una pinza con el mechero Bunsen. 


4.- Preparamos la torunda empapada en alcohol y ponemos nuestra muestra sobre 
el soporte de metal. 


5.- Cubrimos la muestra con el colorante verde malaquita al 596. Prendemos la 
torunda y calentamos la extensión hasta que salga vapor y mantenemos esa 
temperatura para que el colorante penetre en las bacterias. Esto lo prolongamos 
durante 5 minutos. 


6.- Decantamos el colorante y lavamos con agua destilada. 


7.- Cubrimos la extensión con safranina que será nuestro colorante de contraste 
para las bacterias que no se han teñido. Lo dejamos actuar durante 2 minutos. 


8.- Decantamos y lavamos con agua destilada. 
9.- Dejamos secar la extensión y la llevamos al M/O. 


FLXGELOS 


sión A 
A AAA od. § 
. Ftanol DEB TOA ..o.. Peewee towne s I00 ml 


Para preparar la solución de uso, se mezclan 
lantidades iguales de las soluciones A, B, y C 
y se guarda en frasco cerrado 
jéticamente en la nevera donde es 
> durante varias semanas 


o 7 


Clasificación De Los Flagelos 


Tinción de Flagelos 


Es muy difícil observar flagelos en una preparación tefida, debido a que se retraen muy 
fácilmente y se adhieren a la pared celular. 


Ej: Spirillum volutans, Escherichia coli. Proteus, Pseudomona. 


CONSIDERACIONES PARA REALIZAR LA TINCION 

Se debe partir de cultivos jóvenes, de entre 6- 12 sembrado en agar nutritivo blando. 

Debe emplearse portaobjetos nuevos, perfectamente limpios, tratados con mezcla sulfocrómica, 
perfectamente aclarados con agua destilada y secados en estufa. 

Preparar una suspensión del germen en agua destilada, mezclando suavemente hasta obtener una 
suspensión lechosa. 

Colocar el portaobjeto ligeramente inclinado y se depositan sobre él un par de gotas de la 
suspensión. 

Dejar secar al aire sin aplicar calor. 


METODO DE LEIFSON 


Fundamento: 

Los flagelos son estructuras demasiado finas para ser visible al microscopio óptico, en 

presencia de ácido tánico puede evidenciarse su presencia y disposición en las células, i x RS 
por medio de un precipitado grueso que se deposita sobre la pared celular y flagelos. j 
El diámetro aumenta de tal modo que con la tinción de fucsina se les hace visibles al ۳ 
microscopio óptico. NUS M e b 
Los flagelos se pueden teñir con soluciones alcohólicas de colorantes de anilina, que or i ; E di 
forman un precipitado al evaporarse el alcohol en el proceso de tinción. ۱۳ امک‎ SR 
La fucsina básica es el colorante primario y el ácido tánico añadido a la solución actúa Tu cs vu 
como un mordiente. So ee CN ANI 
Se puede usar un contracolor como el azul de metileno, para visualizar mejor la bacteria. " ^'^ ES 
en los casos en que el colorante primario es débil o no reacciona del todo con la pared. =`”. ¥ ۱ 
celular bacteriana. m a pod EN : 


METODO DE LEIFSON 


Reactivos: 


*Colorante de Leifson (Fucsina básica, alcohol 


* Acido tánico, cloruro de sodio) 
*Solución acuosa de sulfato de cobre 2%. 
Técnica: 


*Se cubre la preparación con el colorante de Leifson 
* Se deja actuar por unos 10 a 15 minutos, hasta que el 


alcohol se evapore. 
*Se lava con agua, sin volcar el colorante. 


*Se seca a temperatura ambiente. Observar a 100X. 


Observación 
Los flagelos se observan de color rojo oscuro 
a azul negruzco. 


METODO DE RHODES 


Reactivos: 

*Mordiente de Rhodes (contiene una solución acuosa de tanino, 
alumbre potásico, aceite de anilina y cloruro férrico). 

*Nitrato de plata amoniacal. 


Técnica: 

*Se cubre la preparación con el mordiente de Rhodes durante 3 a 5 
minutos. 

*Se lava cuidadosamente con agua, mejor por inmersión. 

*Se cubre con la solución de nitrato de plata amoniacal, 
calentándolo hasta casi ebullición y dejándolo actuar por 3 a 5 
minutos. 

*Se lava con agua destilada. 

*Se seca a temperatura ambiente. 

*Observar a 100X. 


Observación 
Los flagelos se observan por el 
precipitado de nitrato de plata que 


se ha depositado en torno suyo. 
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METODO DE TRIBONDEAU 


Reactivos: 
*Mordiente de Tribondeau.(contiene solución alumbre potásico y tanino). 
*Solución de cristal violeta. 


Técnica: 

*Se fija el frotis con alcohol. 

*Se cubre la preparación con la mezcla formada por 5 ml del mordiente y 
0.5 ml de cristal violeta previamente sometida a ebullición. 

*Se deja actuar la mezcla unos veinte segundos. 

*Se lava rapidamente con agua, sin volcar previamente el colorante para 
evitar que se forme una película sobre la preparación. 

*Se seca a temperatura ambiente. 

*Observar a 100X. 


Observación 
Los flagelos se observan de 
color rojo oscuro a azul 
negruzco 
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PARTE EXPERIMENTAL 


Calentar, con un hisopo de 
algodón empapado en alcohol y 
prendido con la llama del 
mechero, hasta la emisión de 
vapores. Mantener caliente 
durante 1 minutos. 


Tinción de Hiss 


Poner una gota de agua en un 
porta 


Tomar la muestra de un cultivo 


Lavar con sulfato de cobre 


Extender sobre el agua y fijar a 
la llama del mechero 


Se cubre con el colorante cristal violeta 


Tinción de Albert 


جي 
ne‏ 
Fas‏ - -= 


: — ta : 
" Sea y - E 
Poner una gota de agua en Tomar la muestra de un Extender sobre el agua y fijar a Se cubre con el colorante de Albert, se 
un porta cultivo la llama del mechero deja actuar durante 15 min 


Lavar con agua Anadir Lugol durante 1' Lavar con agua 


Tinción de esporas. 


Poner una gota de agua en un Tomar la muestra de un cultivo Extender sobre el agua y fijar a Cubrir la preparación con 
porta la llama del mechero Verde Malaquita 


Calentar, con un hisopo de 
algodón empapado en alcohol y 
prendido con la llama del 


قد 


Lavar con agua, dejar 


Lavar con agua Tefiir con Safranina 1' secar y observar al 


MN microscopio 
mechero, hasta la emisión de P 
vapores. Mantener caliente 

durante 5 minutos. 
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Tinción de Leifson 


Cubrir la preparación con 


Extender sobre el agua y fijar a 


Poner una gota de aqua en Tomar la muestra de un : ۱ 
9 9 la llama del mechero colorante de leifson 15 min 


un porta cultivo 


Lavar con agua 
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Candida sp. 
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Positivo 4+ 


BUEN TRABAJO 
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ESTERILIZACIÓN Y DESINFECCIÓN 
EN EL LABORATORIO DE 
MICROBIOLOGIA 


Esterilización = proceso mediante el cual se 
matan o eliminan todas las formas de vida 
microbiana. 


— estéril o no estéril. 


Desinfección = eliminar microorganismos 
patógenos total o parcialmente 


> niveles de desinfección. 


Asepsia = exclusión continuada de 
microorganismos contaminantes. 


Limpieza Desinfección Esterilización 


I 


OO EE RRA 


Deshidrata a las células y destruyen los microorganismos por 
Esterilización por calor seco >| oxidación de sus constituyentes 


Calor Ebullicion 


Esterilizaciön por calor hümedo en ten Es Destruye a los microorganismos por coagulación de las proteínas 
zación 


Vapor saturado bajo presión 


Los ácidos nucleicos y las proteínas absorben la radiación formando 
dímeros de timina los cuales ocasionan lecturas erróneas del código 


Radiaciones ultravioletas o تن‎ Uv => genético, produciendo mutaciones que impiden funciones vitales de 
Radiaciones los microorganismos. 


Radiaciones ionizantes Al absorber estas radiaciones, el agua y otras sustancias se 

ioniza creándose radicales libres los cuales ocasionan diferentes 

tipos de dafio en las células ۱ 
Filtros de ۵ : ۳ ۳ ۱ 
Discos filtrantes de vidri Consiste en el paso de un liquido un gas a traves de un material 


Filtraciones | Filtros de Seitz de asbesto > que tiene poros de tamaño lo suficientemente pequeño para 
retener a los microorganismos 


IBuiias de Berkefeld 
Bujías de Chamberland 


¿Qué Procesos de 
esterilización se realizan 
en laboratorio? 


METODOS QUÍMICOS 


Agentes quimioterápicos 


1 
: à; tb Germicidas y Germiostaticos 


Desinfectantes 


.Antibioticos 

.Antivirales 
.Antifungicidas 
.Antiparasitarios 


.Fenol, Compuestos Fenólicos, Cresoles y Hexaclorofeno 
.Alcoholes: Etanol e Isopropanol 

.Halégenos: Cloruros, hipocloritos, cloraminas inorgánicas y 
cloraminas orgánicas y peróxido de hidrógeno. 

.Metales Pesados 

. Agentes Surfactantes: Cationes y Aniones 

.Agentes Alquilantes: Formaldehído, glutaraldehido y Oxido 
de Ftilo. 


.Formaldehido al 8% 


[Forman de Cloruro 
Glutaraldehido 


Soluciones de alcohol etilico o isopropilico al 60-90% 
Clorhexidina 

.Hexaclorofeno 

Soluciones de Yodo y Yodóforos 


CLASIFICACIÓN | 
| DE DESINFECTANTES È 
À Y ANTISÉPTICOS 


` Glutaraidehido 2%. 


20-30 minutos 


Glutaraldehido fenolado (glutarakdehido 2% + fenol <10%). 
Orto-falaldehido 0,55%. —— 


Peróxido de Hidrógeno 7,5% (H202), 


Alcohol etilico 70% 
Alcohol isopropilico 70-90% 
Fenoles 
EE Asociaciones de aldehidos (glutaraldehido + formol + 
glioxal) 
Minimo 10 minutos 


Hipoclorito sódico a 1000p p.m 
Compuestos de amonio cuatemano y mercurios. 


Minimo 10 minutos 
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LABORATORIO DE MICROBIOLOGI X 


En el laboratorio de microbiología mantener las condiciones de 
asepcia son importantes para ello tenemos que tener en cuenta: 


Preparación de 
Material 


PREPARACION DE MATERIALES 


* Todo artículo para ser esterilizado almacenado y 
transportado debe estar acondicionado en empaques 
seleccionados para garantizar las condiciones de 
esterilidad hasta el momento de ser usado. 


. El empaque debe ser seleccionado de acuerdo al 
tipo de material y método de esterilización a utilizar. 


« Compatible con los métodos de esterilización 


« Barrera biológica confiable 


« Debe cumplir con las normas nacionales y/o 
internacionales vigentes 


* No debe desprender pelusa o fibras Factores a tener en cuenta para 


» Debe permitir una adecuada técnica aséptica seleccionar el empaque 


* Ser repelente a líquidos, sin memoria 
* Permeable a los agentes esterilizantes 


* Soportar la tracción y manipulación 


Papel kraft 


* Fabricado a partir de celulosa es 
compatible con esterilización para 
autoclave de vapor. 


* Se diferencia de papel corriente de 
volver en que tiene porosidad 
controlada de 0.3 micras, también 
repele el agua tiene gran resistencia 
gran aje entre 60 a 80 g/m? y 
presenta un lado áspero exterior y 
uno satinado interior de modo que 
no genera pelusas. 


Papel corriente de envolver 
De celulosa compatible con esterilización por 
autoclave de vapor 

*No se considera barrera eficiente 

«Tiene memoria 

«No es impermeable 

-Genera pelusas 

"Su porosidad no está estandarizada 

«Puede contener residuos tóxicos en su composición 


| 


CALOR SECO- ESTUFA 


* Una vez empacado se puede realizar 
esterilización por calos seco o 
hümedo en este caso hablaremos 
sobre sobre calor seco: 


* La estufa de secado es un equipo qué 
se utiliza para secar y esterilizar 
recipientes de vidrio y material en el 
laboratorio. 


e Las estufas operan por lo general 
entre la temperatura ambiente y los 
350 °C. 


e La esterilización que se efectua en 
estufa se denomina de calor seco y se 
realiza a 180 *C durante dos horas 


FUNDAMENTO 


* Las estufas de secado constan por lo general 
de dos cámaras dos. Una interna y una ۱ 
externa fabricada en aluminio o en material 
inoxidable, el calor interno es generalmente 
mediante conjuntos de resistencias eléctricas 
que transfiere la energía térmica a la cámara 
interna. Dicha resistencia se ubican en la 


parte inferior del estufa el calor dentro de la $ quee 
cámara interna se transfiere. ee 
4. Resistencias calefactoras. 
e La camara interna y el aire circula libremente .............. oms 
y ahí se colocan los elementos que requieren -Temperaturas: cs: 
™ 7180 °C ---------- 30 - 60 min. = 
= secado o esterilizados mediante calor * 10c... 60 - 120 min * 


۲ 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 51 51 5 5 6 
Seco. m 5 5 5 5 5 5 5 5 5 BB BB 5 5 5 5 5 5 ۲ 
= Tabla de temperatura/tiempo de 
esterilización por calor seco? 


* La cámara externa se encuentra aislada por 


un material adecuado que mantiene =| Temperatura °C Tempo (mins? | 
internamente las condiciones de alta = = : 
temperatura y retardo en la transferencia de - 160 120 : 
calor al exterior : E La : 

al 121 ~ 360 


CALOR SECO - AUTOCLAVE 


* El principal método de esterilización que emplea calor hümedo es la 
esterilización por vapor a presión. Existen otros métodos de 
descontaminación que em- plean este tipo de calor los cuales, 
aunque no permi- ten la destrucción total de los microorgani 
dis- minuyen la carga microbiana que posee un material. En: 
métodos podemos citar: i 


* Tindalización (esterilización fraccionada) 
* Agua hirviendo 
* Pasteurización 
1 
* Olla de presión $= 
Autoclave 
* La esterilización por vapor a presión se lleva a cabo en estos equipos 
emplean vapor de agua saturado, a una presión de 15 libras lo que 
permite que la cámara alcance una temperatura de 1210C. El tiempo 
de esterilización usualmente es de 15 minutos, sin embargo, en 


algunas oportunidades, dadas las características del material, es 
necesario variar el tiempo de esterilización. 


FUNDAMENTO 


Un autoclave es un recipiente metálico de paredes gruesas con cierre hermético que 
permite trabajar con vapor de agua altas presiones y temperaturas que sirve para 
esterilizar. 

Las autoclaves funcionan permitiendo la entrada o generación de vapor de agua pero 
restringiendo su salida, hasta obtener una presión interna de 103 kPa por encima de la 
presión atmosférica, lo cual provoca que el vapor alcance una temperatura de 120 grados 
Celsius. Un tiempo típico de esterilización a esta temperatura y presión es de 15-20 
minutos. Las autoclaves más modernas permiten realizar procesos a mayores 
temperaturas y presiones, con ciclos estándar a 134 *C a 200 kPa durante 5 minutos para 
esterilizar material metálico; incluso llegan a realizar ciclos de vacío para acelerar el secado 
del material esterilizado. 


VI VÁLVULA DF LLENADO 
V2 VÁLVULA SALIDA VAPOR 
v3 VÁLVULA PURGA DE AIRE = - A 
^ JF L KI MAR 
T TERMÓMETRO ED RECAMARA 


P MANDMETRD RED CAMARA 


GENERADOR DE VAPOR 


Indicador 
de la presión 
de la cámara 


Válvula 
de salida 
del vapor 


— Salida del vapor 


Puerta Cubierta de la cámara 


y venut ^ El aire sale a través de la válvula 


Válvula de entrada لاس‎ 


del vapor 
El vapor entra por aquí 
(a) (c) 
Tiempo que se programa el autoclave 
130 Se detiene 
el vapor 
e 4 
=- 120 
Empieza e 2 = 
a subir P d Tiempo de esterilización 
110 la presión d R 
Fr emperatura 
Entra pl Tomperitura del autoclave ~ 


del objeto que as 


100 se esteriliza 


0 10 20 30 40 50 60 


Tiempo total del ciclo (minutos) 


(b) 


| Figura 20.3 | ۳۳۲۲۲۲۲ utilización del autoclave para la esterilización. (a) Flujo del vapor a través de un autoclave. (b) Ciclo típico de un autoclave. Se 
muestra la esterilización de un objeto bastante voluminoso. La temperatura del objeto se eleva más lentamente que la temperatura del autocia- 
ve. (c) Un autoclave moderno utilizado en los laboratorios de investigación. Obsérvese la puerta y los controles automáticos de los ciclos de es- 
terilización en el panel de la derecha. Las válvulas de entrada y salida del vapor se ven en el lado derecho del autoclave. 


RADIACION 


* Radiación ionizante: produce importantes modificaciones químicas y muy 
pequeño incremento de temperatura. 


* Efecto letal: 
O Directo: principalmente por alteración del ADN (hasta cierto punto reversible) 


o Indirecto: por generación de radicales libres y peróxidos por la interacción de la radiación con 
el agua. 


o Microorganismo más resistente: Deinococcus radiodurans. 


Radiación UV : La energía de la radiación no alcanza para arrancar 
electrones, solo los excita. 


* Limitaciones: escasa penetración, no ionizante, acción enzimática 
reparadora que revierte el daño. 


e Sólo tiene utilidad para destruir microorganismos del aire o sobre 
superficies en el mantenimiento de áreas limpias. 


* Limpiar periódicamente las lámparas con alcohol porque el polvo 
depositado disminuye la eficacia del método. 


METODOS DE UV 


* Si se trabaja en cabinas de bioseguridad hay algunas que ya presentan 
lámpara de UV. 

+= 260 nm (200-300 nm) 

Agua, superficies, estancias... 

Dosis: 100-10.000 mW/cm* 

Reducción TOC fotolitica 


METODOS FILTR XCIÓN 


* Preparación de la muestra por filtración para luego cultivar 


* Hay varios tipos de filtros, entre ellos los que más se usan son los 
filtros de profundidad y los filtros de superficie o filtros de 
membrana. 


* Al pasar un medio de cultivo a través de un filtro de membrana de 
0,22um todos los microorganismos quedan retenidos sobre la 
superficie del mismo. 


* Filtros de profundidad 
* Filtros de superficie 


* Filtros de profundidad 


* Estos filtros están elaborados por un material 
fibroso (papel, asbesto o fibra de vidrio) 
dispuesto al azar, de manera que dentro de la 
estructura del filtro se crean vías tortuosas 
donde pueden quedar retenidos la mayoría 
de los contaminantes presentes. 


Entre sus ventajas se encuentran su alta 
capacidad de retención de partículas sobre su 
superficie y a través de toda su estructura y 
que permiten filtrar grandes volümenes. Sin 
embargo, tienen como desventajas que no 
presentan un tamaño de poro uniforme y 
existe la posibilidad de liberación, hacia el 
material filtrado, de partículas — y 
microorganismos que hayan crecido dentro 
del filtro. Dadas sus características los filtros 
de profundidad se usan principalmente como 
prefiltros, ya que permiten eliminar las 
partículas grandes pero no la eliminación total 
de los microorganismos. 


* Filtros de superficie 


* Son filtros elaborados generalmente de 
acetato de celulosa o nitrato de celulosa y 
contienen poros de tamaño uniforme. Este 
tipo de filtro tiene como ventaja que, al 
conocer exactamente el tamafio de poro 
que presentan, se pueden seleccionar 
filtros capaces de retener la totalidad de 
los microorganismos presentes en una 
solución. Sin embargo, se saturan 
rápidamente y la velocidad de filtración a 
través de ellos es lenta. Para la filtración 
esterilizante se pueden usar combinaciones 
de un filtro de profundidad con un filtro de 
superficie que tenga un tamaño de poro de 
0.22 um. La mayor parte de los filtros de 
membrana se pueden esterilizar en 
autoclave y luego se manipulan 
asépticamente al ensamblar el equipo. 


MÉTODO DIRECTO EN LLAMA 


e El mechero Bunsen No sólo permite 
crear una zona aséptica de trabajo, 
también nos permite esterilizar diverso 
instrumental como el asa de siembra o 
el asa de vidrio, mediante la aplicación 
directa de calor. 


: و و‎ ml pg 


idee mai 


Cada vez que un matraz o un tubo de 
ensayo se abre para añadir o sacar 
material, se pasa la boca del mismo a 
través de la llama de un mechero, a fin 
de destruir cualquier microorganismo 
que pueda haberse depositado allí. 


Este procedimiento disminuye la 
probabilidad de que las células mechero Bunsen 
microbianas caigan en el recipiente y 

contaminen su contenido. 


* Las asas e hilos de siembra, que los microbiólogos utilizan para tomar 
microorganismos de un medio y llevarlos a otro, también se 
esterilizan flameándolos en la llama de un mechero Bunsen hasta la 
incandescencia. mechero Bunsen 


* Uso en el laboratorio: Esterilización de asas metálicas de siembra, 


con las que se inoculan las bacterias. 


MECHERO BUNSEN یم‎ ns 
asoc 
IC 
700°C ZONA 
sore CALORICA 
ISOC 
20°C 
ZONA FRÍA 


- Procedimiento antiguo 

- Se pasa repetidamente el 
instrumento por la llama de un 
mechero de alcohol, gas, , . 


GAS PROPANO 
M cac i 


- Esteriliza porque elimina (quema) 
bscterias, virus, esparas,... 

- À alta temperartura destempla el 
acero del instrumento 


CONTROLES DE ESTERILIZACIÓN 


https://voutu.be/8YZ EJtEXO 


NECESITAS UN VIDEO 


EXPERIMENT XL 


EFECTO QUE TIENE EL CXLOR EN LOS 
MICROORGANIMOS 


e Se llevan a baño maría 2 tubo inoculados 1ml de inoculo y 9 ml de caldo 
nutritivo 

e Uno se coloca a los 50 *C y el otro a los 100 °C. 

e Se divide dos placas en 5 areas 

e Se toma el asa de kolle y se inocula en la placa en los diferentes tiempos ( 0, 
10, 20, 30 y 60 minutos) 

e Se lleva a la incubadora por 24 h para observar si la temperatura afectó al 
microorganismo inhibiéndolo o eliminando. 


EFECTO QUE TIENE EL XLCOHOL 
YODADO EN LOS MICROORG XNIMOS 


e En 1tubo se llena con 5 ml de antimicrobiano y 5 ml de caldo nutritivo luego 
añadir 0.5ml de inoculo 

eEn el 2do tubo se llena con 3 ml de antimicrobiano y 7 ml de caldo nutritivo 
luego añadir 0.5ml de inoculo 

eEn el 3er tubo se llena con 1 ml de antimicrobiano y 9 ml de caldo nutritivo 
luego añadir 0.5ml de inoculo 

eEn el 4to tubo se llena con 0.1 ml de antimicrobiano y 9.9 ml de caldo 
nutritivo luego añadir 0.5ml de inoculo 

eSe lleva a incubar 24 horas y observar la turbidez 


Universidad Catolica 
de Santa Maria 
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Clasificación y Preparación de 
Medios Cultivo. 


% 


* En el laboratorio los microorganismos se 
pueden cultivar, proporcionando las 
condiciones y nutrientes necesarios para su 
desarrollo así como las técnicas de cultivo 
apropiadas. 

e Mezcla equilibrada de componentes 
nutricionales que reünen las condiciones 
pa permitir la multiplicación in vitro de 
os gérmenes que se inoculen. 


VIDEO: 


httos://voutu.be/1rCVe8lPvFk 


UTILIZACION DE MEDIOS DE CULTIVO 


* Separación y aislamiento de las distintas especies microbianas presentes en una muestra. 
* Como paso previo para el estudio de identificación de un microorganismo problema 


* Conocer el tipo de metabolismos que presenta en función del nutriente o sustrato que 
utiliza o metabolismo que produce. 


* Estudio macroscöpico. Visualizar las características de las colonias en medios solidos. 


* |a realización de antibiogramas determinando con ello là mayor o menor sensibilidad de 
la bacteria problema a lo distintos antibióticos. 


e Prueba de CMI ( concentración Mínima Inhibitoria) 


* Para la conservación de especies microbianas o muestras, etc. 


ELEMENTOS ENERGÉTICOS, NO ENERGÉTICOS Y 
CONSTITUTIVOS DE LOS MEDIOS DE CULTIVO: 


Requerimientos Energéticos| Fuentes de carbono 
Fuentes de nitrogeno 


Fuente de Azufre 
Puente de fosforo 
Requerimientos no Energéticos lones metálicos 


Factores de Crecimiento 
Factores de arranaue 
Factores Inhibidores 


*Puede ser CO, ő compuestos carbonados orgánicos. 

Fuente de conbone * Se utilizan en la construcción de innumerables moléculas necesarias para la célula. 
*Los hidratos de carbono se consideran fuente de carbono y energia por excelencia en los 
quimioorqa notrofos. 


*Hexosas: Glucosa, Fructosa y Galactosa. 
*Pentosas: Arabinosa, Xilosa y Ramnosa. 
*Disacáridos: Lactosa, Sacarosa y Maltosa; 
*Trisacáridos: Rafinosa 

*Polisacáridos: Almidön y Glucögeno; 
*Alcoholes: Glicerol, Sorbitol y Manitol. 
*Glucósidos: Salicina y esculina. 


Organismos autotrofos : Utilizan moléculas como NO;, NH; 6 N,. 
El nitrógeno : Se metabolizado para proveer proteínas, ácidos nucleicos y polímeros de pared. 
Otros microorganismos: Utilizan en forma de aminoácidos, bases púricas o pirimidicas. 


Quimioorganotrofos: Utilizan peptonas, que son los productos de la hidrólisis ácida o enzimática de 
proteínas de origen animal o vegetal (carne, soja, caseína, gelatina, harina de maíz y girasol). Esos 
productos de hidrólisis pueden tener longitud variable, desde aminoácidos, hasta dipéptidos, tripéptidos, 
polipéptidos, albumosas, proteosas. 


*Las peptonas son fuente de nitrógeno y en ausencia de hidratos de carbono en el medio de cultivo complejo, cumplen la 
función de fuente de carbono y energía. 
*Aportan vitaminas del grupo B, trazas de metales y fosfatos que dan carácter "buffer" al medio. 


*Las peptonas de origen vegetal pueden aportar carbohidratos fermentables. 


*Se suelen agregar fosfatos de sodio o potasio 
*También confieren poder buffer al medio de cultivo (pH cercano a 7). 
. o 6 ö Pd 
*Si se agrega yema de huevo al medio de cultivo, el aporte de P es realizado por los Fuente de [cora 
glicerofosfolipidos de la yema. 
*El fósforo se incorpora a ácidos nucleicos, fosfolípidos, polímeros de membrana, ATP, y sustancias 
de reserva (gránulos de volutina) 


Fuente de Ayre «Se adiciona como SO,7, cisterna o metionina. 


*En la célula se incorpora a aminoácidos y diferentes coenzimas. 


*EL Potasio, calcio y magnesio se adicionan como sales inorgánicas. 
*Son cationes que estabilizan macromoléculas aniónicas. K* actüa como coenzima y 


estabilizador de RNA. 
eMg" se integra a colorofila en organismos fotosintéticos. 
‘Ca’ abunda en esporas como dipicolinato de calcio. 


: *El sodio contribuiría a equilibrar la presión osmötica del medio extracelular. 
Fuerte de sedia *Es un catión requerido por bacterias halofilicas. 


*Se suele suministrar como NaCl. 


OTROS 


Mn: Estimula el crecimiento, favorece la esporulaciön. 


Fe: Cofactor de enzimas para la función respiratoria en citocromos, 
catalasa y flavoproteinas. En adecuada concentración favorece la 
sintesis de toxina diftérica. 


Co: interviene en la síntesis de vitamina B... 


Cu: presente en oxidasa terminal de la cadena respiratoria. 


Esenciales en casos especiales: P, Al, Si, V, As, Se, Mo, Sn, Be, F, etc. 


*Son compuestos orgánicos específicos requeridos en muy bajas concentraciones que no pueden 

ser sintetizados por la célula que los necesita. 

*Ej.: principalmente vitaminas del grupo B, algunos aminoácidos, purinas, pirimidinas, ácidos "A 

Seo Factores de crecimiento: 
*Factores X y V (porfirinas) de la sangre requeridos por la bacteria Haemophilus influenzae para 

crecer. 

*El suero fetal bovino, que aporta numerosos factores de crecimiento, es imprescindible para el 

cultivo de células animales. 


*Son sustancias que van a permitir a la bacteria de estudio salir de su fase de latencia y 
comenzar su fase de crecimiento exponencial. 

Factores de arra nque: *Son fundamentalmente fuentes de energía, como es el caso de glucosa otro podría ser una 
fuente no energética como algün ión que estimule el crecimiento. 


*Son compuestos que van a impedir el crecimiento de algün tipo de microorganismo por bloqueo 


de sus procesos metabólicos, Ejm. Azida sódica (Inhibe Gam- ), antibióticos , algunos colorantes, 
como la eosina azul de metileno (Inhibe Gam +) . 


Factores inhibidores: 


*El agua representa una altísima proporción (80-9096) del peso total de una célula y es fundamental 
para la realización de todos los procesos metabólicos, 

* Funciones enzimáticas, solvatación de materiales orgánicos e inorgánicos, donación de electrones 
- para organismos fotosintéticos. 


۳ Y 


Temperatura: م‎ Mesöfilos:35-37°C Psicrófilos: 15-20°C Termöfilos: 50-60°C 


Presión osmótica: هچ‎ Mayoría: 0.1 a 1% NaCl. Halófilas : cc superiores. 
Aerobios estrictas: => | Requieren oxígeno para crecer. Metabolismo respiratorio. 

0 
E Microaerófilos: > یل‎ atan bajas tensiones de O,y una atm enriquecida en CO,. Pueden realizar 
i ? respiración aerobia. 
Lo) 
= 
c Presencia de Anaerobios EI O, les resulta tóxico. Crecen en medios muy reducidos (sin O,). Metabolismo 
5 oxigeno: => obligados: fermentativo 
0 
Lo) 
Y Anaerobios Crecen en ausencia de O, (metabolismo fermentativo) y cuando son expuestos al 
(qu) — fs 2 
o aerotolerantes: O, no mueren. 
0 
Sz 
0n ۲ 
(6) Anaerobios Pueden crecer en condiciones aerobias (metabolismo respiratorio) como 
5 facultativos: anaerobias (metabolismo fermentativo). 
3 غ‎ 
= = Eme Esporas Clostridium (ej. C. tetani,, C. botulinum), Bacillus (ej. B. cereus, B. subtilis), Sporosarcina, entre otros. 

= 
O o 

Luz: FS importante para los microorganismos fotosintéticos. 


*Mayoría medio neutro o ligeramente alcalino (7 — 7.6). 
*Excepciones son los lactobacilos (pH 5, acidófilos)o Vibrio cholerae (pH 8.6). zii) 
* Los hongos crecen a pH menor que 7. 


he) 


CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CUL ese 
; o 


Medios sólidos 
Medios liquidos o caldo 


Según su proporción en aqua 
Medios semisolidos 


Medios para aislamientos 

Según su uso o utilización | Medios nara crecimiento en general 
Medios para identificación 
Medios para mantenimiento de cepas 


Medios naturales 
Medios sinteticos y semisinteticos 


Segun la composición 
Medios complejos 


Medios deshidratados o liofilizacion 
۰ ۱ maz Medios sólidos en placa petri 
PERRA MANCINI Medios liquidos en tubo 
Medios semicolidos en tubo 
Medios de doble fase en fraco o tubo 


Medios para mantenimiento de cepas: 


Medios para crecimiento en general: 


Medios para identificación: 


/ d 


Medios para aislamiento: 


Requerimientos energéticos 
نے‎ : 
Colorantes u otros f 
yo EE 
Inhibidores = 
UCSM 
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1 
1 
1 
1 
1 
è | 
a 
A 
1 
1 
1 
1 
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Agar agar 


€ Azida de sodio 


Bilis de buey 

Esculina 

Extracto de carne 
Extracto de levadura 
Extracto de malta 
Glucosa bacteriológica 
Hemogrlobina bacteriológica 
L- Asparragina 
L-cisteina 

L- fenilalanina 

L- lisina 

L-ornitina 


UlLactosa bacteriológico 

© Peptona de carne 

"| Peptona de Soya 

© Piruvato de sodio 

"3 Pluripeptona 

“1 Sacarosa bacteriológico 
a Sales biliares 

N Tioglicolato de sodio 

= Tripteina bacteriológica 
= Tetrationato 


۲ Azul de Bromotimol 
۲۱ Azul de Metileno 
۲۱ Azul de Timol 


Eosina Amarillenta 
Fucsina Ácida 
Fucsina Básica 


Rojo de Cresol 
Rojo de Fenol 
Rojo Neutro 


1 
1 
1 
۲۱ Purpura de Bromocresol 
1 
1 
1 
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© Verde Brillante 
۲۱ Verde Malaquita 
© Violeta Cristal 


L2 
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EMB agar (eosin methylen blue) selectivo y diferencial eosina y azul de metileno eosina y azul de metileno 


rojo fenol, citrato férrico amónico y 
tiosulfato de sodio 


BiS agar (bismuto sulfito) selectivo y diferencial verde brillante, sulfito de bismuto e de sulfito de Bi y sulfato 
Baird Parker agar selectivo y diferencial Cloruro de litio y telurito de potasio yema de huevo, telurito de potasio 


XLD agar (xilosa lisina desoxicolato) | selectivo y diferencial desoxicolato de sodio lactosa, xilosa, sacarosa 


Caldo Tetrationato enriquecimiento selectivo Tetrationato, sales biliares | 


CLBVB (caldo lactosa bilis verde 


enriquecimiento selectivo verde brillante, sales biliares 


brillante) 


MARCHA BACTERIOLOGICA 


IDENTIFICACION DEL PATOGENO 
CON PRUEBAS CONVENCIONALES 


* Tinciones 

* Placas (Medios de cultivo) 
* Condiciones ambientales 
* Pruebas Bioquímicas 


AISLAMIENTO DE LOS M.O. 


* Proceso o métodos que deben aplicarse para consequir el desarrollo 
de colonias de bacterias aisladas para estudiar sus características. 


* Las colonias bacterianas son masas visibles de células que se forman 
por la división binaria. 


ESTUDIO MACROSCOPICO DE COLONIXS 


c. Common colony surface characteristics 


ESTUDIO MACROSCOPICO DE COLONIAS 


e El color de las colonias en algunos casos depende de la presencia de pigmentos 
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UCSM 


* Ocasionada por una toxina llamada Hernolisina, lisa los globulos rojos, se 
visualiza in vitro en medios de cultivo que contienen sangre. 


Cultivo de A. 
pleuropnemumoniao | | 
en medios sólidos. | 


Universidad Católica 
de Santa María 
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PARTE EXPERIMENTAL 


Analisis de 
Medios de 
cultivo 


Realizar el correcto pesado del medui Medir con probeta Diluir el medio de cultivo 
Buscar en el frasco los g del medio de cultivo los 100 ml sin dejar grumos y llevarlo 
para diluir en L, luego relizar los a calentamiento 

cálculos para 100ml 


Plaquear 20 ml 


se somete a temperatura ۱ 
aproximadamente 


hasta que se pierda la turbidez Llevar a autoclavar 


ANÁLISIS DE MEDIOS DE CULTIVO 


* Imprimir y analisar en grupo 


e Son los fundamentos de los medios más utilizados 


— ° Aislamiento de microorganismos poco exigentes 
; | (requerimientos nutricionales) 
| | Analisis de alimentos, aquas y otros materiales de 
importancia sanitaria 


ER * La pluripeptona es la fuente de carbono y nitrógeno 
l para el desarrollo bacteriano. 


* No contiene inhibidores del desarrollo bacteriano. 


* El agregado de cloruro de sodio permite el 
enriquecimiento con sangre de carnero u otras 
sustancias para facilitar el cultivo de microorganismos 
exigentes. 


sangre Agar Base 


Aislamiento y cultivo de microorganismos aerobios y anaerobios nutricionalmente exigentes a 
partir de una gran variedad de muestras, como para la observación de reacciones de hemölisis. 
(medio base para agar chocolate) 


La infusión de músculo de corazón y la peptona, otorgan al medio un alto valor nutritivo 
( microorganismos exigentes.) 


El cloruro de sodio mantiene el balance osmótico. 


La sangre , en concentración final de 5-10 %, aporta nutrientes para el crecimiento bacteriano, y 
permite detectar hemolisis 


Características del medio 
Medio preparado: ámbar. 
Medio preparado con 5% de sangre de carnero: rojo cereza. 


Microorganismos Crecimiento |  Hemólisis | 


E. coli ATCC 25922 Abundante = 
S. aureus ATCC 25923 Abundante Beta 
S. pyogenes ATCC 19615 Abundante Beta 
S. pneumoniae ATCC 6305 Abundante Alfa 
S. pneumoniae ATCC 49619 Abundante Alfa 
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Preparación de la placa de Agar Sangre: afiadir 


en forma aséptica un 5% de sangre estéril 
desfibrinada a temperatura ambiente, el agar 
debe estar a 45°C. 


Preparación de Agar Chocolate: después de | | 


añadir la sangre y agitando frecuentemente se | 
mantiene el medio de cultivo a 80'C por 10 
minutos hasta que adquiera un color pardo 
chocolatado. 


small colonies that ap 
transparent on close 


Aislamiento selectivo de bacilos Gram neqativos de rápido desarrollo y escasas exigencias 
nutricionales. (Todas Enterobacteriaceae) 


Este medio combina las formulas de Holt-Harris y Teague con la de Levine, para obtener un 
mejor rendimiento en el aislamiento selectivo de enterobacterias y otras especies de bacilos 
Gram negativos. 


La diferenciación entre organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son 
incapaces de hacerlo, está dada por los indicadores eosina y azul de metileno; éstos ejercen un 
efecto inhibitorio sobre muchas bacterias Gram positivas. 


Características del medio: Placas preparadas: color púrpura. 


La esterilización del medio de cultivo reduce el azul de metileno al color naranja. El color 
púrpura se restaura por agitación. 


Microorganismos Tipo de Colonia 
lactose >. d 


ip; Verdosas con brillo metálico y centro tiv 
Escherichia coli y negative 
negro azulado 


Klebsiella pneumoniae Mucosas, rosa pürpura, confluentes 
Proteus mirabilis Incoloras / 
Enterococcus faecalis Incoloras, pequefias, puntiformes 
Shigella flexneri Incoloras 
Salmonella typhimurium Incoloras 


metallic 
green 
sheen 
(lactose 
positive) 


lactose 
positive 


MAC CONKEY AGAR. 


Aislamiento de bacilos Gram negativos de facil desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos. 


Diferencia: bacterias que utilizan o no, lactosa en muestras clínicas, de aqua y alimento 
(Familia Enterobacteriaceae ) 


Las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano 
La lactosa es el hidrato de carbono fermentable, 


La mezcla de sales biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo 
de qran parte de la flora Gram positiva. 


Por fermentación de la lactosa, disminuye el pH alrededor de la colonia. Esto produce un 
viraje del color del indicador de pH (rojo neutro), la absorción en las colonias, y la 
precipitación de las sales biliares. 

Los microorganismos no fermentadores de lactosa producen colonias incoloras. 


Características del medio 
Medio preparado: rojo pürpura 


— تج‎ lactose 


Escherichia coli Rojas con halo turbio 4 z mw positive 


Klebsiella pneumoniae Rosadas mucosas = 
Salmonella typhimurium Incoloras, transparentes — 
Shigella flexneri Incoloras, transparentes < 
Proteus mirabilis Incoloras, transparentes / > 
Enterococcus faecalis Diminutas, incoloras, opacas | 3 
> 
2 > 
-> es 
Pu. ; es Ee 
lactose ` v d lactose 
ativ , P positive 
Fy = . 1 p. (E. coli) 
| » | 
2 
۱۳ > 
S.aureus "NN 
4 ۱ 


MANITOL SALADO AGAR. 


Selectivo y Diferencial de estafilococos patogénicos a partir de muestras clínicas, alimentos, productos cosméticos 
otros materiales de importancia sanitaria. 


También, este medio puede utilizarse para el cultivo de especies halófilas de Vibrio, si no se dispone de medios 
apropiados (TCBS Medio, Medio Marino, etc.), 


El extracto de carne y la pluripeptona, constituyen la fuente de carbono, nitrógeno, vitaminas y minerales, 
El manitol es el hidrato de carbono fermentable. 


El cloruro de sodio (que se encuentra en alta concentración) es el agente selectivo que inhibe el desarrollo de la 
ora acompañante 


El rojo fenol es el indicador de pH. 


Las bacterias que crecen en un medio con alta concentración de sal y fermentan el manitol, producen ácidos, con | 
que se modifica el pH del medio y vira el indicador de pH del color rojo al amarillo. 


Los estafilococos crecen en altas concentraciones de sal, y pueden o no fermentar el manitol. 


Los estafilococos coagulasa positiva fermentan el manitol y se visualizan como colonias amarillas rodeadas de una 
zona del mismo color. 


Los estafilococos que no fermentan el manitol, se visualizan como colonias rojas, rodeadas de una zona del mismo 
color o púrpura. 


Características del medio: Medio preparado: rojo 


Microorganismos 
Staphylococcus aureus 
Staphylococcus epidermidis 
Escherichia 
Klebsiella pneumoniae 


Crecimiento 
Excelente 
Bueno 
Inhibido 
Inhibido 


Características de las colonic — 


Amarilla 
Roja 
Inhibido 
Inhibido 


Staphylococcus epidermidis 
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SALMONELLA SHIGELLA AGAR. 


Es un medio de cultivo selectivo y diferencial de Salmonella spp. y de algunas especies de Shigella spp. a 
partir de heces, alimentos y otros materiales en los cuales se sospeche su presencia. 


La selectividad, esta dada por la sales biliares y el verde brillante, gue inhiben el desarrollo de bacterias 
Gram positivas, mayoría de los coliformes y el desarrollo invasor del Proteus spp. 


Es diferencial debido a la fermentación de la lactosa, y a la formación de ácido sulfhídrico a partir del 
tiosulfato de sodio. 


fermentadores de lactosa , acidifican el medio haciendo virar a rojo el indicador de pH, obteniéndose 
colonias rosadas o rojas sobre un fondo rojizo. 


La producción de ácido sulfhídrico se evidencia como colonias con centro negro debido a la formación 
de sulfuro de hierro. 


Salmonella, Shigella y otros microorganismos no fermentadores de lactosa, crecen bien en el medio de 
cultivo, y producen colonias transparentes. 


Para aumentar la selectividad, se recomienda incubar previamente la muestra en Selenito caldo (BO2- 
120-05). 


Características del medio: Medio preparado: rojo naranja. 


Salmonella typhimurium 
Shigella flexneri 
Shigella sonnei 
Proteus mirabilis 
Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 
Enterococcus faecalis 


Transparentes, centro negro 
Incoloras 
Incoloras 
Transparentes, centro negro 
Rosadas a rojas 
Rosadas cremosas y mucosas 
Incoloras, de muy escaso crecimiento 


MUELLER HINTON AGAR 


Para pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos. Además es útil con el agregado de 
sangre para el cultivo y aislamiento de microorganismos nutricionalmente exigentes. 


Antibiograma en medio sólido, debido a que presenta buena reproducibilidad lote a lote 
en las pruebas de sensibilidad 


Su contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina es bajo, la 
mayoría de los patógenos crece satisfactoriamente y una gran cantidad de datos han sido 
evaluados y avalados usando este medio de cultivo. 


Cuando se suplementa con sangre de carnero al 5%, es útil para realizar las pruebas de 
sensibilidad a los antimicrobianos en especies de estreptococos. 


Características del medio :Medio preparado: ámbar. 


CEREBRO CORAZON INFUSION AGAR. 


Apropiado para el cultivo de bacterias y hongos, incluyendo los de dificil desarrollo. 


Es un medio muy rico en nutrientes, que proporciona un adecuado desarrollo microbiano. 


La infusión de cerebro de ternera, la infusión de corazón vacuno y la peptona, son la fuente de carbono, 
nitrógeno, y vitaminas. 


La glucosa es el hidrato de carbono fermentable 
El cloruro de sodio mantiene el balance osmótico 
El fosfato disódico otorga capacidad buffer. 


El agar cerebro corazón mantiene los mismos principios que el caldo para el cultivo de estreptococos y otras 
bacterias exigentes. Con el agregado de 10% de sangre de caballo desfibrinada, fue utilizado para el crecimiento 
de Histoplasma capsulatum y de hongos patógenos. 


Por tratarse de un medio que contiene glucosa, no es un agar sangre apropiado para la observación de 
reacciones de hemölisis. 


Con el agregado de 20 UI de Penicilina y 40 ug/ml de estreptomicina, se utiliza este medio para el aislamiento 
de hongos patógenos. 


Características del medio: Medio preparado: ámbar claro. 


Microorganismos Crecimiento 


Aspergillus niger 
Neisseria meningitidis 


Streptococcus pyogenes 


Streptococcus pneumoniae 


Bueno 
Bueno 


Bueno 


Bueno 


HEKTOEN ENTERICO AGAR. 


Aislamiento selectivo de Salmonella y Shigella spp., a partir de heces y alimentos. 


El medio de cultivo contiene sales biliares que inhiben el desarrollo de la flora acompafiante, 
Azul de bromotimol y fucsina äcida como indicadores de la fermentación de carbohidratos 
Citrato de hierro como un indicador de la formación de SH, a partir del tiosulfato. 


El desarrollo de Shigella spp. es adecuado debido a que la inhibiciön de estos microorganismos por 
las sales biliares está disminuida por la adición de cantidades relativamente elevadas de peptona y 
carbohidratos. 


El medio de cultivo, permite una buena diferenciación de las colonias e inhibe el desarrollo de 
algunos coliformes y otras bacterias no fermentadoras de lactosa, facilitando así la identificación 
de Salmonella y Shigella a partir de la muestra. 


Características del medio: Medio preparado: color verde. 


Microorganismos Colonias 


Shigella flexneri Verdes, elevadas, hümedas 
Salmonella typhimurium Verde-azuladas, con o sin centro negro 
Proteus mirabilis Verde-azuladas, con o sin centro negro 


Escherichia coli Rosa salmón rodeadas en algunas ocasiones por un precipitado biliar 
Klebsiella pneumoniae Rosa salmón rodeadas en algunas ocasiones por un precipitado biliar 


THAYER MARTIN MEDIO 


Medio selectivo de Thayer-Martin para el aislamiento de neisserias patögenas (con una 
ausencia casi total de contaminantes). 


N. gonorrhoeae y N. meningitidis son exigentes nutricionales son dificiles por que los 
materiales de origen genital, oral o anal, al desarrollo invasor de la abundante flora 
sapröfita. 


El medio de cultivo se prepara a partir del Agar Base GC, con el agregado de hemoglobina, 
un suplemento de enriquecimiento (Britalex) y una mezcla antimicrobiana (VCNT: 
Vancomicina, colistina, nistatina y trimetoprima). 


Las colonias de gonococos y meningococos obtenidas en este medio selectivo son 
usualmente opacas, qrisáceas, convexas, de 1-4 mm de diámetro. Luego de 48 h de 
incubación pueden transformarse en colonias mucoides. 


Coloración de Gram: diplococos 


Microorganismos TM. | TM. A.N C22°C OXI GLU MAL | T.M. medio Thayer Martin (CO2); 
Cho: Agar chocolate (CO2); 


i ] i È Y i A.N.: agar o caldo nutritivo; C22°C: desarroll‏ / ات ی 

N. meningitidis + + : : 4 4 » a 22 C; 
OXI: oxidasa 

۲ * è, 

Acinetokacterspp: ۱ + ۷ t ۲ ۲ ۲ GLU: fermentación de glucosa; 

Neisseria spp. - * * + + V V MAL: fermentación de maltosa; 
+ reacción positiva; 

Moraxella spp - + V V + - : = P i 
- reacción negativa; 

Moraxella (Branhamella) V reacción variable. 
E - + + + + - - 
catarrhalis 


Note: vancomycin in the medium inhibits the growth of staphylococci. 


A e growth of his fastidious bacterium 


AGAR CLED 


* Es utilizado para el cultivo, diferenciación y enumeración de bacterias 
en orina. 


* El Azul de Bromotimol cambia de color por la fermentación äcida de 
la Lactosa. 


* [3 Cistina favorece el crecimiento de las Enterobacteriáceas 
* El bajo contenido en electrolitos reduce la difusión de Proteus. 


* Las peptonas, el extracto de carne y la Lactosa constituyen los 
elementos nutrientes del medio. 


Microorganismos Desarrollo Color del Medio 


Enterobacter aerogenes ATCC 13048 satisfactorio Amarillo 
Proteus vulgans ATCC 13315 Satisfactorio Azul-Azul verdoso 
Escherichia coli ATCC 25922 satisfactorio Amarillo 


Staphylococcus aureus ATCC 25923 satisfactorio Amarillo claro o sin cambio 
Enterococcus faecalis ATCC 19433 satisfactorio Amarillo claro o sin cambio 


CALDO M-ENDO. 


Recuento de coliformes totales en aqua, bebidas y otras muestras por medio de la técnica de 
filtración por membrana. 


La pluripeptona junto con la peptona, la tripteîna y el extracto de levadura, aportan los 
nutrientes necesarios para el adecuado desarrollo bacteriano. 


La lactosa es el hidrato de carbono fermentable. 
El fosfato dipotäsico y el fosfato monopotásico otorgan la capacidad buffer 
El cloruro de sodio mantiene el balance osmötico. 


Es un medio selectivo debido al lauril sulfato de sodio y al desoxicolato de sodio que inhiben el 
desarrollo de la flora acompafiante, y es diferencial debido a la fermentación de la lactosa. 


Las bacterias fermentadoras de lactosa producen durante la fermentación aldehidos, que en 
combinación con la fucsina y el sulfito presentes en el medio le confieren a la colonia un brillo 
metálico, mientras que las colonias de las no fermentadoras son rosadas. 


Resultados 

El recuento debe realizarse en aquellas placas que contengan entre 20 y 80 colonias y no más de 200, ya que 
se trata de un medio selectivo. 

La concentración microbiana debe expresarse como el nümero de microorganismos presentes en 100 ml de 


muestra. 
. __ | N° de colonias X 100 
Recuento de colonias = 4 
ml de muestra filtrada 


Características de las 
colonias 


Escherichia coli ATCC 25922 Bueno Brillo metálico 
Proteus mirabilis ATCC 43071 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Inhibido |  ^,; o—Oo—- |  . 


Microorganismos Crecimiento 


ENDO AGAR 
Escherichia coli (metallic colonies) 
Proteus mirabilis (swarming colonies) 


AGAR DE XLD 


Xylose lysine deoxycholate agar (Agar de XLD) es a selectivo medio del crecimien to utilizado en el 
aislamiento de Salmonelas y Shigella especie de muestras clínicas y del alimento. 


La fermentación del azúcar baja el pH y el indicador del rojo de fenol coloca esto cambiando al amarillo. 

La mayoría destripan las bacterias, incluyendo Salmonelas, puede fermentar el xylose del azúcar para producir 
el ácido 

Shigella las colonias no pueden hacer esto y por lo tanto para sequir siendo rojas. 


Después de agotar la fuente del xylose Salmonelas las colonias quieren decarboxylate el lysine, aumentando el 
pH de nuevo a alcalino y mímico el rojo Shigella colonias. 


Las salmonelas metabolizan el thiosulfate para producir sulfuro del rd que conduce a la formación de 
las colonias con los centros negros y permite que sean distinguidos de coloreadas semejantemente Shigella 
colonias. 


E. coli fermentará la lactosa y la sucrosa presentes en el medio a un dene que prevenga la reversión del pH 
por el decarboxylation y acidifique el medio que le da vuelta amarillo. 


Salmonelas especie: colonias rojas, 
algunas con los centros negros. 


VERDE BRILLXNTE AGAR. 


Altamente selectivo para el aislamiento de Salmonella spp., excepto S. typhi y S. paratyphi, a 
partir de muestras clínicas, alimentos, y otros materiales de importancia sanitaria. No se 
recomienda para el aislamiento de Shigella spp. 


Es de un valor excepcional cuando se investiga un gran número de muestras de heces o 
alimentos, por su alta capacidad de diferenciación de las colonias sospechosas. 


La ied a ME y el extracto de levadura, constituyen la fuente de nitrógeno, vitaminas y 
minerales. 


La lactosa y la sacarosa son los hidratos de carbono fermentables. 


El rojo fenol es el indicador de pH, que vira al amarillo cuando hay produccion de ácido a partir 
de la fermentación de azücares, 


.. de sodio mantiene el balance osmötico, y el verde brillante actáa como agente 
selectivo. 


Características del medio: Medio preparado: verde. 


Microorganismos Características de las colonias 


Escherichia coli Amarillo-verdosas sobre fondo amarillento 
Salmonella enteritidis Rosas, blancas o transparentes sobre fondo rojo 
Salmonella typhi Crecimiento inhibido 
Salmonella typhimurium Rosas, blancas o transparentes sobre fondo rojo 
Shigella flexneri. Crecimiento inhibido 
Staphylococcus aureus Crecimiento inhibido 


Escherichia coli 


COLUMBIA AGAR BASE. 


Crecimiento de microorganismos exigentes y para la buena visualización de hemolisis con el agregado de sangre. 


La peptona, de la tripteina, del extracto de levadura y del extracto de corazón, que favorecen el desarrollo de 
microorganismos exigentes y la obtención de colonias eugönicas. 


El almidön incrementa el desarrollo de neisserias y las reacciones de hemölisis de alqunos estreptococos. 
El cloruro de sodio mantiene el balance osmótico. 


Tiene la ventaja de permitir el agregado de sangre, o de antibióticos entre otras cosas, obteniéndose así, un medio mas 
enriquecido o selectivo de acuerdo al aditivo. Es la base del agar sangre, agar chocolate y también puede usarse como base 
para el medio Thayer Martin. 


Con el agreqado de 5-10 % de sanqre (de carnero, de caballo), se logra una buena observación de las reacciones hemoliticas. 
Si se calienta el agar sangre durante 10 minutos a 80 °C, en baño maría, se transforma en agar chocolate y así se logra un 
medio ideal para el aislamiento de Haemophilus influenzae y neisserias patögenas. 


Para aislar microorganismos Gram positivos, puede agregarse 10 mg de colistina y 15 mg de ácido nalidixico por litro de 
medio base. Este medio suplementado con antibióticos es conocido como HV o CoNa y se usa para el aislamiento de 
Gardnerella vaginalis. 


Características del medio: Medio preparado: ämbar claro. 


Microorganismos Crecimiento Hemólisis 


E. coli ATCC 25922 Abundante ۲ ۰۵ ۵ از‎ 
S. aureus ATCC 25923 


S. pyogenes ATCC 19615 
S. pneumoniae ATCC 6305 


Quadrant 1: Growth on the plate indicates this organism, Enterococcus faecalis, is resistant to the antibiotics 
colistin and naladixic acid and is Gram-positive. 

Quadrant 2: Absence of growth on the plate indicates the organism, Enterobacter aerogenes, is sensitive to 
the antibiotics and is Gram-negative. 

Quadrant 3: Absence of growth on the plate indicates the organism, Escherichia coli, is sensitive to the 
antibiotics and is Gram-negative. 

Quadrant 4: Growth on the plate indicates this organism, Staphylococcus aureus, is resistant to the antibiotics 


UCSM 


SELENITO CXLDO 


* Aislamiento de Salmonella spp. a partir de materiales clínicos, especialmente heces. 


* En el medio de cultivo, la peptona aporta los nutrientes necesarios para el adecuado 
desarrollo bacteriano. 


e La lactosa es el hidrato de carbono fermentable 


* El selenito de sodio inhibe la flora Gram positiva y la mayoría de la flora entérica excepto 
Salmonella spp. durante las primeras 8-12 horas de incubaciön. 


* Características del medio: Medio preparado: ámbar claro, traslácido. 


Microorganismos Crecimiento 


UCSM 


STUART MEDIO DE TRANSPORTE 


Recolección, transporte y preservación de muestras clínicas aptas para exámenes 
bacteriolögicos. Es útil para mantener la viabilidad de gonococos y de otros microorqanismos 
de dificil desarrollo. 


Medio semisölido, no nutritivo. 


Contiene tioglicolato de sodio, el cual provee un ambiente reducido y es ütil para suprimir 
cambios oxidativos en el medio de transporte 


El azul de metileno, que es el indicador de oxido reducción. 


De esta manera se favorece la viabilidad de los microorganismos durante su envio al 
laboratorio. Cooper encontró que usando hisopos impregnados con carbón bacteriológico se 
recuperan en forma exitosa numerosos patógenos entéricos y respiratorios. 


N. gonorrhoeae ATCC 49226 
S. pneumoniae ATCC 6305 
H. influenzae tipo B 
S. pyogenes ATCC 19615 


+ + + + 


TETRATIONATO CXLDO. 


* Enriquecimiento selectivo de Salmonella spp. a partir de heces, orina, 
alimentos y otros materiales de importancia sanitaria. 


* Peptona que provee los nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano, 
y carbonato de sodio que neutraliza y absorbe metabolitos tóxicos. 


e La selectividad está dada por la presencia de tiosulfato de sodio, 
tetrationato (generado en el medio por el agregado de la solución iodo- 
iodurada) y rm biliares, los cuales permiten el desarrollo de bacterias que 
contienen la enzima tetrationato reductasa, como la Salmonella spp. e 
inhiben el desarrollo de la flora acompañante. 


* Para evitar la proliferación de especies de Proteus spp., se recomienda 
agregar 40 mg/l de Novobiocina, antes de la solución iodada 


* Características del medio: Medio preparado: suspensión blanco lechosa. 


Microorganismos Crecimiento 


Salmonella typhi 


Salmonella typhimurium ATCC 14028 
Salmonella enteritidis ATCC 13076 
Escherichia coli ATCC 25922 


BUEN TRABAJO 


